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Abstrakt 
 
Sucho patří mezi jednu z nejčastějších forem rostlinného stresu, neboť k němu dochází 
nejen při nedostatku vody, ale i sníženou schopností přijímat vodu kořeny v zasolených 
půdách či za chladu. V této diplomové práci bylo zjišťováno, zda rostliny tabáku 
(Nicotiana tabacum L., cv. W38) reagují na sucho změnou aktivity enzymů: NADP 
dependentní malátdehydrogenasy dekarboxylační (EC 1.1.1.40; NADP-ME), 
fosfoenolpyruvátkarboxylasy (EC 4.1.1.31; PEPC) a pyruvát, fosfátdikinasy (EC 2.7.9.1; 
PPDK). Aktivity sledovaných enzymů v listech tabáku byly v průběhu 11 dnů stresu 
významně zvýšeny; aktivita PEPC dvojnásobně, PPDK až 3,3-krát a NADP-ME dokonce 
až čtyřnásobně oproti rostlinám kontrolním. V průběhu stresu byla sledována regulace 
aktivity NADP-ME a PEPC na úrovni transkripce – metodou "real-time" PCR a translace – 
imunochemicky. Exprese proteinu NADP-ME a transkripce mRNA pro chloroplastovou 
isoformu byly zvýšeny, mRNA pro cytosolovou isoformu nebyla významně ovlivněna. 
Exprese proteinu PEPC byla zvýšena jen velmi málo, transkripce mRNA pro PEPC byla 
mírně snížena. Dále byla studována regulace aktivity PEPC, neboť tento enzym je 
regulován na mnoha úrovních, především fosforylací. Ze snížení aktivity po působení 
alkalické fosatasy, aktivací D-glukosa-6-fosfátu při pH 7,1 a subsaturační koncentraci PEP 
(0,2 mmol.l-1) a zvýšením poměru aktivity při pH 7,1 a 8,1 předpokládáme, že PEPC 
v stresovaných rostlinách tabáku je více fosforylovaná. 
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Abstract 
 
Drought stress is one of the most frequent form of plant stress, which occurs not only 
under condition of limited water availability, but also under reduced ability to accept water 
by roots, for example in salted or cold soils. In this thesis the changes in enzyme activities 
of: NADP-malic enzyme (EC 1.1.1.40; NADP-ME), phosphoenolpyruvate carboxylase 
(EC 4.1.1.31; PEPC) and pyruvate, phosphate dikinase (EC 2.7.9.1; PPDK) in tobacco 
plants (Nicotiana tabacum L., cv. W38) after drought were investigated. Enzyme activities 
in tobacco leaves were significantly increased during 11 days of stress, PEPC 2-fold, 
PPDK 3,3-fold and NADP-ME 4-fold compared to control plants. The regulation of 
NADP-ME and PEPC activities were studied on transcriptional level – by the real-time 
PCR method and on translational level – immunochemically. The expression of NADP-
ME protein and transcription of mRNA for chloroplast NADP-ME isoform were increased, 
but mRNA for cytosolic isoform was not affected. The protein expression of PEPC was 
slightly increased, transcription of PEPC mRNA was little decreased. Also regulation of 
PEPC activity was studied, because this enzyme is regulated at many levels, especially by 
phosphorylation. We suppose that the decreased activity after alkaline phosphatase 
treatment, activation by D-glucose-6-phosphate and increased ratio of activity at pH 7,1 
and 8,1 means enhanced phosphorylation level of PEPC molecule in stressed plants.  
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
  
ABA kyselina abscisová 
AMP adenosinmonofosfát 
ATP  adenosintrifosfát 
BSA  hovězí sérový albumin 
C3 rostlina, v které je prvním fotosyntetickým produktem 3-fosfoglycerát 
(tříuhlíkatá sloučenina)  
C4 rostlina, v které je prvním fotosyntetickým produktem oxalacetát 
 (čtyřuhlíkatá sloučenina) 
CAM Crassulacean acid metabolism 
CBB Coomassie Brilliant Blue 
cGMP cyklický guanosinmonofosfát 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylendiamintetraacetát 
Glc-6-P D-glukosa-6-fosfát 
GSH glutathion 
GSNO nitrosoglutathion 
LEA-proteiny  late embryogenesis protein  
MAPK mitogenem-aktivovaná proteinkinasa; EC 2.7.11.24 
NAD+/NADH nikotinamidadenindinukleotid (oxidovaný/redukovaný) 
NADP+/NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát (oxidovaný/redukovaný) 
NADP-ME NADP dependentní malátdehydrogenasa dekarboxylační; EC 1.1.1.40 
NBT nitroblue tetrazolium  
NOS NO-synthasa; EC 1.14.13.39 
NR nitrátreduktasa; EC 1.7.99.4 
OAA oxalacetát 
OST1 proteinkinasa účastnící se otevírání průduchů 
PEP fosfoenolpyruvát 
PEPC fosfoenolpyruvátkarboxylasa; EC 4.1.1.31 
pH záporný dekadický logaritmus aktivity vodíkových kationtů 
PPDK  pyruvát, fosfátdikinasa; EC 2.7.9.1 
PR-proteiny pathogen-related proteins  
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PVP polyvinylpolypyrrolidon 
RPM počet otáček za minutu 
RWC relativní obsah vody 
SDS dodecylsíran sodný 
TEMED N, N, N´, N´-tetramethylendiamin   
Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan 
ε molární absorpční koeficient
ψp tlakový potenciál-turgor 
ψw vodní potenciál 
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1 ÚVOD 
 
Stejně jako na člověka, tak i na rostliny působí vnější prostředí, jemuž jsou vystaveny. 
Každá rostlina má své optimální hodnoty působení vnějších vlivů vymezeny individuálně, 
ale všechny mají určité hranice tzv. minimální a maximální tolerovatelnou hodnotu vlivu.  
Tento interval hodnot se nazývá ekologickou valencí vlivu [1], [3].  
Jelikož se rostliny nepohybují, nemohou se vyhnout působení negativních vlivů, proto 
musí zvolit jinou formu obrany, a tou je vnější či vnitřní přizpůsobení rostliny [1], [2]. 
Mezi vnější přizpůsobení rostlin můžeme zařadit například silnou kutikulu, trny a mezi 
vnitřní přizpůsobení patří například zvýšení aktivit určitých enzymů nebo syntézu 
specifických metabolitů [1], [2], [4]. Pokud však není rostlina dostatečně přizpůsobena 
nebo se vliv vnějších podmínek zhoršuje, dochází k zpomalení životních funkcí rostliny. 
Zpomalením životních funkcí rostlina omezí veškeré metabolické děje a vyčkává, zdali se 
vnější podmínky nezlepší. Pokud však negativní vliv přetrvává, může dojít k poškození 
jednotlivých orgánů a v nejhorším případě až k úhynu rostliny [1], [2].   
 
1.1 Stres rostlin 
Faktory vnějšího prostředí působící na rostliny a ohrožující jejich celistvost se nazývají 
stresory (stresové faktory). Stav, ve kterém se rostliny nacházejí pod vlivem stresorů, je 
definován jako stres [1-3]. Pod vlivem stresorů dochází k přizpůsobení rostlin na různých 
úrovních. Jednou ze změn vyvolanou stresem je modifikace rostlin, což znamená, že se 
rostliny nedědičně genotypicky změní, ale pouze do vyznění příčiny, která tuto změnu 
způsobila. Na rozdíl od mutace, což je trvalá genetická změna, která se přenáší dále na 
potomstvo [1-3]. 
Existuje stres biotický, který je způsoben vlivem ostatních organismů (např. napadení 
škůdci, konkurence mezi organismy, bakteriální či virová infekce) a abiotický stres. 
Abiotický stres vzniká kolísáním fyzikálních a chemických vlivů, mezi které patří 
zaplavení, sucho, extrémní výkyvy teplot, vysoká koncentrace solí v půdě, neadekvátní 
množství živin v půdě nebo nedostatek či nadbytek světla [1-4], [12]. V přírodě často 
dochází ke kombinaci mnoha těchto nepříznivých vlivů (viz. obr. 1.1, str. 11). V rostlinách 
tak dochází k odlišné reakci, než při působení samotných nepříznivých vlivů [2], [4]. 
Rezistence a citlivost rostlin vůči stresu záleží na druhu, genotypu nebo vývojovém stádiu 
rostliny [4]. 
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Obr. 1. 1 Různé typy abiotického stresu působící změny ve vývoji a fyziologii  rostliny [4]. 
 
 Rostlinné struktury podléhají různým modifikacím, které mohou vést až ke změnám 
jejich funkce, a to vše je výsledkem přizpůsobování rostlin vůči stresu. Pokud jde o 
dědičné, fixované změny hovoříme o adaptaci rostlin na stres, ale pokud jsou změny pouze 
krátkodobé a nedědičné, jedná se o aklimatizaci rostlin [1], [3]. Pomocí aklimatizace 
dochází k úpravám individuálních organismů v odpovědi na měnící se vnější podmínky. 
Například rostliny vyskytující se v aridních oblastech jsou přizpůsobeny na život bez vody 
pomocí kořenů, které jsou umístěny hluboko v zemi, aby mohly pro svou potřebu využívat 
podzemní vody [4]. Světlo odrážející trny nebo silná kutikula, patří mezi další 
přizpůsobení rostlin. Rostliny jsou dokonce schopny svůj životní cyklus prodloužit 
a dokončit ho až v období, kdy má rostlina dostatek vody [4]. Některá přizpůsobení 
pomohou rostlinám vyhnou se působení stresu, tzv. avoidance. V tomto případě jde o tzv. 
metabolickou, chemickou, biologickou nebo časovou bariéru, kterou rostlina zabrání 
působení stresu na svůj organismus [3]. Rostliny však preferují mechanismus aktivní 
odolnosti, tzv. toleranci. V případě tolerance rostlina omezuje negativní dopad stresorů [1-
4], [12]. 
Díky moderním technologiím molekulárního inženýrství lze získat tolerantní rostliny 
vůči stresu, které byly dříve získávány křížením. Pomocí tohoto postupu vzniká transgenní 
rostlina s vhodným genem pro toleranci [5]. Takto lze zkoumat různé funkce důležitých 
látek účastnících se při odpovědi na stres.  
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1.1.1 Průběh stresové rekce 
Od počátku, kdy na rostlinu začne působit stresový faktor, dochází ke spuštění řetězce 
změn, který je označován jako stresová reakce rostliny (viz. obr. 1.2) [1-3]. V okamžiku, 
kdy začíná působit stresový faktor na rostlinu, začíná první fáze - poplachová. Během 
první fáze dochází k narušení buněčných struktur a funkcí. Dále mohou nastat dva případy: 
intenzita stresového faktoru může překročit letální mez a dojde k úhynu rostliny anebo 
intenzita působení nepřekročí letální mez a nastane další fáze - restituční. V restituční fázi 
dochází v rostlině ke kompenzačním mechanismům, pomocí kterých se zvýší její odolnost 
a nastává další fáze, a to rezistenční. Při dlouhodobém a intenzivním působení stresových 
faktorů však fáze rezistence přejde do fáze vyčerpání, kdy odolnost rostliny klesá [1-3], 
[12].  
 
 
Obr. 1. 2 Schéma průběhu stresové reakce [2,3]. 
 
Celý průběh stresové reakce a její výsledek je ovlivněn především intenzitou a délkou 
působení stresových faktorů a také závisí na adaptačních a aklimatizačních schopnostech 
rostliny [1-3]. 
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1.2 Mechanismus působení abiotického stresu na rostliny 
Změny v metabolismu a vývoji rostlin vyvolané abiotickým stresem mohou být 
přisuzovány změnám v genové expresi. Odpověď rostlin na stres bývá uskutečněna poté, 
co dojde k rozeznání stresového faktoru na buněčné úrovni. V rostlině dochází nejprve k 
přenosu signálu na buněčné úrovni a poté v celé rostlině. Změny, ke kterým došlo v 
genové expresi, se odrazí na buněčné úrovni a dále se projeví na odpovědi celé rostliny [2-
5]. Dochází k rychlým opravám již poškozených orgánů či makromolekul [3].  
Abiotický stres působí aktivaci několika obranných odpovědí rostliny (viz. obr. 1.3, str. 
14). Mezi abiotický stres patří i působení oxidativního stresu, který produkuje aktivní 
formy kyslíku [4]. Mezi faktory vnějšího prostředí způsobující oxidativní stres patří 
herbicidy, těžké kovy, vysoká nebo nízká teplota a také stres suchem [4].  
Ztráta turgoru v buňkách, ke kterému dochází v rostlině stresované suchem, spouští 
biosyntézu kyseliny abscisové (ABA) [1-4], [6], [7]. ABA má funkci spouštěče tvorby 
H2O2 za pomoci NAD(P)H oxidasy (EC 1.6.3.1) prostřednictvím signální dráhy, která 
zahrnuje receptory ABA, Ca2+/kalmodulin, OST1 proteinkinasu (proteinkinasu účastnící se 
otevírání průduchů) a další neidentifikované složky [8], [9]. Přítomnost H2O2 ve 
stresované rostlině indukuje tvorbu NO. Syntéza NO probíhá za pomoci nitrátreduktasy 
(NR; EC 1.7.99.4) nebo NO-synthetasy (NOS; EC 1.14.13.39) přes signální dráhu, která 
může zahrnovat OXI 1 proteinkinasu, a také Ca2+ [7], [8]. NO může ve stresované rostlině 
vyvolávat uzavírání průduchů závislé na přítomnosti ABA přes kroky, které vyžadují 
mitogenem-aktivovanou proteinkinasu (MAPK; EC 2.7.11.24), cyklický 
guanosinmonofosfát (cGMP) a dochází k uvolňování Ca2+ [9]. Zdá se však, že NO může 
působit na uzavírání průduchů i nezávisle na ABA a H2O2 za určitých doposud neznámých 
podmínek. Jednou z dalších funkcí NO je antioxidační působení, kdy NO aktivuje enzymy 
a proteiny prostřednictvím MAPK a jiných signalizačních drah za účelem ochrany proti 
zvyšujícímu se množství aktivních forem kyslíku v buňce pod vlivem abiotického stresu. 
Vychytávání ROS vede k tvorbě peroxinitritu (OONO-) [7], [8]. 
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Obr. 1. 3 Řada pochodů, ke kterým může dojít v rostlině po působení abiotického stresu. Dehydratace 
buněk vyvolávající syntézu ABA, pomocí které dochází k uzavírání průduchů nebo spouští 
tvorbu  H2O2. H2O2 indukuje tvorbu NO. NO v buňce, na níž působí abiotický stres ovlivňuje 
uzavírání průduchů nebo působí antioxidačně [7].  
 
1.2.1 Tvorba a odstraňování aktivních forem kyslíku 
Abiotický stres je doprovázen tvorbou aktivních forem kyslíku, a to především 
superoxidového radikálu a peroxidu vodíku. Tyto látky mohou působit přímo oxidativní 
poškození, což je zvláště důležité v případě infekce patogenními mikroorganismy, ale 
působí i jako signální molekuly. Buňky chrání před oxidativním poškozením systém 
antioxidačních enzymů a antioxidačních sloučenin [7]. 
Jednou z těchto sloučenin je NO [7], [8]. Při nízké koncentraci NO funguje jako 
antioxidační činidlo, které zmírňuje škodlivé účinky aktivních forem kyslíku [7], [8]. 
Pomocí NO dochází k přeměně superoxidového radikálu na peroxonitrit, který je silně 
toxický pro živočišné buňky, ale netoxický pro rostliny [8].   
 
1.2.2 Syntéza proteinů  
Společným rysem odpovědi rostlin na působení stresu je tvorba stresových proteinů, 
které jsou i za normálních podmínek přítomny v buňce, ale při působení stresu se množství 
těchto proteinů mnohonásobně zvýší [2], [3]. Tvorba stresových proteinů souvisí se 
zvýšeným množstvím poškozených proteinů v buňkách [2], [3].  
Mezi proteiny spojené se stresem se řadí i LEA proteiny (late embryogenesis abundant 
proteis) a osmotin. LEA proteiny byly nejdříve nalezeny v semenech rostlin v průběhu 
zrání a vysychání, ale později byly identifikovány i ve vegetativních orgánech [4], [5], 
[16], [17]. Vyskytují se v cytoplasmě a jejich předpokládaná funkce je zvýšení odolnosti 
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rostliny vůči suchu, ochrana jiných proteinů nebo denaturace neposkládaných proteinů [4], 
[16], [17]. Osmotin je protein lokalizovaný ve vakuolách a souvisí s patogenezí a suchem 
[4], [17]. Nejprozkoumanější funkcí osmotinu je inhibice růstu houbových hyf, která 
spočívá v štěpení hyf a spor. To je proces, ke kterému dochází po infekci houbovými 
patogeny [4], [17]. 
Další proteiny spojené s biotickým stresem jsou takzvané PR proteiny (pathogenesis 
related proteins). Tyto proteiny byly nejdříve nalezeny v rostlině tabáku, kde byly 
syntetizovány jako odpověď na napadení patogenem [10], [11]. Mezi PR proteiny jsou 
řazeny peroxidasy, chitinasy a glukanasy, tedy především enzymy, které degradují 
strukturní polysacharidy buněčných stěn hub a pravděpodobně takto redukují jejich růst 
[4]. Tyto proteiny se mohou syntetizovat i působením jiných stresů, například při 
fyziologickém stresu [10], [11]. Výjimečnost PR proteinů je ve fyzikálně-chemických 
vlastnostech, které jim dovolí odolávat kyselému pH a působní proteolytických enzymů 
[10], [11]. Vyskytují se ve vakuolách, buněčných stěnách nebo v mezibuněčných 
prostorách [10], [11]. 
 
1.2.3 Abiotický stres a produkce fytohormonů 
Rostlina, na kterou působí stres, potřebuje reagovat rychle a jednotně. Pro přenos 
signálů na delší vzdálenosti proto využívá hlavně fytohormony [3]. Jedním 
z nejdůležitějších fytohormonů ve vztahu k abiotickému stresu je kyselina abscisová 
(ABA).  
ABA je seskviterpen (viz. obr. 1.4, str. 16), který pro svou biologickou aktivitu 
nezbytně potřebuje volnou karboxylovou skupinu a cyklohexanový kruh, který musí 
obsahovat dvojnou vazbu v α či β pozici, přičemž konfigurace C2 dvojné vazby musí být 
cis [2], [6]. ABA je syntetizována z mevalonátu přes farnesylpyrofosfát. Další možnou 
alternativou je biosyntéza opět z mevalonátu, avšak přes intermediáty karotenoidy 
a xanthoxin [2], [6], [14], [16]. Pokud je rostlina vystavena stresovým faktorům, potřebuje 
zvýšit množství ABA co nejrychleji. Ve vakuolách je skladována ve formě neaktivního 
abscisis-β-D-glukopyranosidu. V případě potřeby dojde k odštěpení glukosy katalyzované 
β-glukosidasou a tím vznikne pro buňky rychle dostupná kyselina abscisová [6], [14]. 
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Obr. 1. 4  Kyselina abscisová (ABA) [6] 
 
Původně byla ABA nalezena v listech dřevnatých rostlin, ale posléze byla izolována i 
ze semen [6]. Její majoritní rolí je uzavírání a otevírání průduchů [6]. Průduchy jsou 
funkčně specializované epidermální buňky, které jsou uspořádány v párech. Jejich 
otevírání a uzavírání je regulováno osmotickým tlakem svěracích buněk, vyvolaným 
dynamickými změnami v koncentraci látek v mezibuněčném prostoru [9]. Otevírání 
průduchů je aktivováno hyperpolarizací plasmatické membrány, což je umožněno vstupem 
K+ iontů do buněk, naopak uzavírání průduchů je aktivováno membránovou depolarizací a 
ztrátou K+ iontů [9].  
Dalším fytohormonem je etylen, jehož zvýšená koncentrace má hlavní význam při 
zvýšení odolnosti rostlin vůči suchu či chladu [3]. 
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1.3 Stres suchem 
Na prvním místě mezi abiotickými stresovými faktory je stres suchem. Stres suchem 
patří do skupiny vodního stresu spolu s nadbytkem vody [1-3]. Nedostatek vody v 
rostlinách nemusí být způsoben pouze nedostatkem srážek, ale také vysokou koncentrací 
solí v půdě, nebo chladem [1-4], [12], [13], [15], [17]. Pokud půda obsahuje vysokou 
koncentraci solí, je pro kořeny rostlin velice obtížné získávat vodu z půdy. Při nízkých 
teplotách zase dochází k buněčné dehydrataci, při které se voda dostává do mezibuněčných 
prostor a tvoří se zde krystaly [4]. 
Rostlina potřebuje velké množství vody, její koloběh je rychlý, a tak zásoba vody v 
půdě či v rostlinách stačí jen na krátkou dobu, pokud není neustále doplňována [2], [3]. 
Obsah vody v rostlině se vyjadřuje pomocí vodního potenciálu (ψW), který je součtem ψp-
tlakového potenciálu, ψs-potenciálu rozpuštěných látek, ψm -potenciálu pevných povrchů a 
ψg-gravitačního potenciálu. Podle hodnoty vodního potenciálu můžeme určit, jak velkému 
stresu je rostlina vystavena a v jaké fázi se zrovna vyskytuje [18]. Při působení sucha 
dochází ke snižování vodního potenciálu. Pokud hodnoty vodního potenciálu neklesnou 
pod -0,5 MPa hovoříme o mírném stresu, v rozmezí hodnot od -0,5 až -1,5 MPa je oblast 
středně velkého stresu a v případě poklesu vodního potenciálu pod hodnotu -1,5 MPa se 
jedná o velmi silný stres. Působením sucha dochází nejdříve k poklesu vodního potenciálu 
na -0,1 až -0,2 MPa, což zapříčiní zpomalení růstu, hromadění nevyužitých asimilátů a 
ovlivnění metabolických pochodů včetně fotosyntézy [2]. Dalším poklesem vodního 
potenciálu na hodnoty -0,2 až -0,8 MPa dochází ke změnám aktivit enzymů, ovlivnění 
syntézy proteinů, zpomalení buněčného dělení či zvýšení koncentrace kyseliny abscisové. 
Když snižování vodního potenciálu stále pokračuje až k hodnotám okolo -1,0 MPa, v 
rostlině dochází k syntéze specifických metabolitů. Pokud by ovšem vodní potenciál klesal 
dále, došlo by k vážným metabolickým změnám jako například k zastavení fotosyntézy 
[1], [3]. Jestliže ale v tomto případě dojde k dodání vody, je rostlina schopná se postupně 
vrátit do původního stavu. Překročí-li však hranici vodního potenciálu -2,0 MPa, nemůže 
už dojít ke zpětné regeneraci rostliny [2]. 
Další veličinou charakterizující relativní obsah vody v rostlině je RWC (relative water 
content) [4]. Pokud je příjem vody pomocí kořenů přibližně roven ztrátě vody pomocí 
listů, je hodnota RWC v rozmezí od 85-95% [4].  
V případě působení sucha dochází v rostlině k expresi bílkovinných 
transmembránových vodních kanálů, které se nazývají aquaporiny [4], [15], [17]. Tyto 
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vodní kanály dokážou zvýšit permeabilitu buněčné membrány pro vodu až 10-20ti násobně 
[15]. Tímto mechanismem rostlina podporuje rychlý návrat buněčného turgoru [4], [15], 
[17].  
 
1.3.1 Přizpůsobení rostlin na stres vyvolaný suchem 
Na každé z výše uvedených úrovní snižování vodního potenciálu v rostlině dochází 
k její přizpůsobení se vůči působení stresu (obr. 1.5).  
 
 
Obr. 1. 5 Možné metabolické odpovědi rostliny na nedostatek vody. Jedná se o syntézu osmotický 
aktivních látek, expresi transmembránových proteinů a dalších proteinů jako jsou chaperony, 
ubiquitin či proteasy a další přizpůsobení pro ochranu buněčných procesů či ochranu buněčných 
struktur [16] 
 
 
Mezi prvotní přizpůsobení rostlin při snížení vodního potenciálu na hodnoty mezi -0,2 
až -0,8 MPa je zvýšení koncentrace ABA, dochází ke změnám aktivit některých enzymů 
a ovlivnění fotosyntézy [2], [3].  
Ke čtyřicetinásobnému zvýšení koncentrace ABA dochází na povrchu svěracích buněk 
listů. Zvýšení koncentrace ABA je vyvolané snížením turgoru průduchů, způsobené ztrátou 
K+ iontů (viz. obr. 1.6, str. 19) [2], [3], [9], [14], [19].  Naopak otevírání průduchů je 
aktivováno opačným způsobem, tedy vstupem K+ iontů do buněk průduchů a zvýšením 
jejich turgoru. Kvůli uzavírání průduchů dochází ke snížení výměny plynů, což ovlivní 
i fotosyntézu a transpiraci [2], [15], [19].  
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Obr. 1. 6  Proces uzavírání průduchů ovlivněný produkcí ABA [13] 
 
 
 Dalším přizpůsobením rostlin při těchto hodnotách vodního potenciálu je rychlá 
změna aktivit některých enzymů [2], [3], [18]. Významně je snížená aktivita 
nitrátreduktasy, je tedy zpomalena redukce nitrátu. Naopak aktivita mnoha hydrolas, 
především -amylasy, ribonukleasy je zvýšená, zvyšuje se tedy hydrolýza škrobu [2], [18]. 
Pokud vodní potenciál buněk dále klesá a jeho hodnota klesne okolo -1,0 MPa, je 
dalším přizpůsobením syntéza specifických metabolitů [1-4], [14-18]. Koncentrace 
specifických metabolitů v buňce se zvyšuje a současně dochází ke zvýšení osmotického 
tlaku, což vyvolává pohyb vody do buňky přes plasmatickou membránu (viz. obr. 1.7, str. 
20) [2-4], [15], [16], [18]. Tento proces je pomalý a nazývá se osmotickým 
přizpůsobováním buňky [4], [15], [16]. Látky způsobující osmotické přizpůsobení jsou 
chemicky různorodé látky, které jsou vysoce rozpustné [4]. Mezi tyto sloučeniny patří 
například aminokyseliny (prolin), cukerné alkoholy (pinitol, mannitol, ononitol), sacharidy 
(sacharosa, fruktosa, sorbitol) a aminy (glycinbetain, polyaminy). 
Prolin působí jako aminokyselina, která má multifunkční obranný mechanismus, jeho 
množství v uvadlých rostlinách narůstá [14]. Prolin působí nejen jako osmolytikum, ale 
i jako stabilizátor proteinů či vychytávač volných radikálů [4], [15] [16], [18]. Nedostatek 
prolinu způsobuje snížení tolerance vůči suchu. Jeho nadbytek je však také škodlivý, 
protože působí inhibičně na růst a v takové míře je pro rostlinu toxický [4].  
Mannitol hraje důležitou roli při odstraňování hydroxylových radikálů, při stabilizaci 
makromolekulární proteinů. Ononitol je používán jako ochrana enzymů a membrán před 
poškozujícím efektem hydroxylových radikálů [6].  
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Obr. 1. 7 Vodní potenciál v rostlině, která osmolyty syntetizuje (vlevo) a nesyntetizuje (vpravo), 
 ψp-tlakový potenciál (turgor), ψs-osmotický potenciál, ψw-vodní potenciál [4] 
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1.4 NADP dependentní malátdehydrogenasa dekarboxylační 
/EC 1.1.1.40; dále jen NADP-ME/ 
Systematický název - L-malát: NADP+ oxidoreduktasa 
Enzym NADP-ME patří do enzymové třídy oxidoreduktas. Katalyzuje oxidativní 
dekarboxylaci L-malátu na pyruvát a oxid uhličitý v přítomnosti dvojmocného kationtu 
kovu (Mn2+ či Mg2+) a koenzymu NADP+ [20-25]. Tato reakce je reverzibilní, ale převládá 
ve směru dekarboxylace (v případě in vivo) [20], [21].   
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Na počátku reakce dochází k navázání NADP+ na enzym a následuje vazba L-malátu. 
L-malát je dehydratován, NADP+ je redukováno a tvoří se oxalacetát, který se váže na 
enzym, a poté dochází k jeho dekarboxylaci. Na závěr této reakce se uvolní CO2 a 
NADPH [20]. Pro katalýzu jsou potřebné histidylové, arginylové a sulfhydrylové zbytky. 
Modifikace jakéhokoliv z těchto aminokyselinových zbytků vede ke ztrátě aktivity enzymu 
[20].  
 
1.4.1 Výskyt NADP-ME 
NADP-ME se nachází v rostlinných pletivech a živočišných tkáních, ale také 
u prokaryotických a eukaryotických mikroorganismů [20], [21], [27]. V rostlinách byla 
zjištěna aktivita v listech, semenech, kořenech nebo v plodech [20], [23], [33], [34]. 
U živočichů se tento enzym nachází v játrech či tukové tkáni [20], [36].  
NADP-ME je složena ze 4 podjednotek a jako tetrametr (dimer dimerů) (obr. 1.8, str. 
22) je nejaktivnější. Velikost monomeru je 62-68 kDa a velikost tetrameru je 220-280 kDa 
[20], [22], [23], [31].   
Podle lokalizace NADP-ME v rostlinné buňce můžeme hovořit o cytosolové isoformě 
či plastidové isoformě enzymu [20-23], [25], [36]. Vztah mezi cytosolovou a plastidovou 
isoformou není doposud znám [22]. Předpokládá se, že plastidová isoforma vznikla z 
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cytosolové isoformy rekombinací a duplikací v průběhu evoluce [25]. NADP-ME z 
kukuřice je syntetizována v cytoplasmě jako prekurzor spolu s tranzitním peptidem, který 
předurčuje NADP-ME pro transport do stroma chloroplastů [22]. C4 rostliny obsahují jak 
cytosolovou tak plastidovou isoformu stejně jako C3 rostliny, ale CAM rostliny obsahují 
pouze cytosolovou isoformu tohoto enzymu [20-24], [28-30].  
 
 
Obr. 1. 8 Struktura tetrameru NADP-ME z jater holuba získaná na základě rentgeno-strukturní analýzy; 
barevně jsou odlišeny monomerní jednotky [32]. 
 
 
1.4.2 Funkce NADP-ME 
NADP-ME je významným enzymem metabolických pochodů jak u živočichů, tak 
i v rostlinách. Nejprozkoumanější isoformou je NADP-ME účastnící se C4 fotosyntézy 
[20-24], [36]. Tato isoforma, označovaná také jako C4(1), je důležitá v chloroplastu buněk 
pochev svazků cévních. Zde je L-malát dekarboxylován za katalýzy NADP-ME na pyruvát 
a uvolněný CO2 je substrátem pro ribulosa-1,5-bisfosfátkarboxylasu/oxygenasu 
v Calvinově cyklu [20-24], [36]. Další fotosyntetická isoforma NADP-ME je v CAM 
rostlinách, která má stejnou funkci jako C4(1), ale liší se lokalizací a dobou svého působení. 
Je lokalizována v cytosolu, působí v průběhu noci a je označována jako CAM(1) [20], [21], 
[23].  
Kromě fotosyntetických isoforem NADP-ME se vyskytují i nefotosyntetické isoformy 
tohoto enzymu, a to v C4, C3 i CAM rostlinách [20], [21], [23], [24], [35], [36]. CAM 
rostliny mají jednu nefotosyntetickou isoformu lokalizovanou v cytosolu (CAM(2)). C4 a 
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C3 rostliny mají dvě tyto isoformy, jednu plastidovou a druhou cytosolovou [21]. Jejich 
funkcí je řídit pohyb průduchů, udržovat buněčné pH nebo mohou být zapojeny do procesu 
zrání ovoce nebo tvorby redukčních ekvivalentů pro glukoneogenezi. Jsou spojeny i s 
obrannými reakcemi rostlin [20], [24-26], [36], [37]. 
V živočišných tkáních souvisí funkce NADP-ME s tvorbou redukčních ekvivalentů pro 
biosyntézu dlouhých řetězců mastných kyselin a steroidních hormonů nebo 
s detoxifikačními reakcemi [21], [22]. 
 
1.4.3 Regulace aktivity NADP-ME 
Aktivita NADP-ME z různých zdrojů je regulována různým způsobem. Sukcinát 
a fumarát patří mezi aktivátory pro cytosolovou isoformu živočišné NADP-ME, naopak 
jako inhibitory působí oxalát a oxalacetát, které jsou kompetitivními inhibitory vůči L-
malátu [20], [23]. Některé látky, jako například D-fruktosa-1,6-bisfosfát, mohou působit 
v některých rostlinách jako inhibitory (v C4 a CAM rostlinách), ale v jiných rostlinách jako 
aktivátory (pro C3 rostliny) [20], [38]. Mezi další inhibitory patří koenzym A, ATP, ADP, 
GTP a anorganický fosfát [20], [23].  
Faktory, které ovlivňují expresi NADP-ME, jsou hormony. Regulace pomocí kyseliny 
abscisové a kyseliny salicylové byla zkoumána u kukuřice [25]. Tyto hormony zvyšují 
expresi NADP-ME stejně jako vysoká koncentrace solí, nízké teploty a sucho [25].  
NADP-ME může být ovlivněna i světlem (pozitivně) či tmou (negativně), díky 
měnícím se podmínkám ve stroma chloroplastů [20], [21], [23], [41]. 
Další možnou regulací je změna pH či přítomnost kofaktoru. NADP-ME z kukuřice je 
nejaktivnější při pH 8, kdy je ve formě tetrameru, ale po změně pH na 7 je enzym ve formě 
dimeru [23]. Jako kofaktor slouží Mn2+ nebo Mg2+, ale mohou být účinné i Co2+, Ni2+ 
v jejichž přítomnosti je však aktivita enzymu mnohem nižší než s Mn2+ a Mg2+ [20], [22]. 
ÚVOD 24
1.4.4 NADP-ME a stres 
V podmínkách stresu NADP-ME vytváří důležité produkty (viz. obr. 1.9) podílející se 
na odpovědi rostliny vůči stresu [36].  
Bylo zjištěno, že na některé typy stresu reaguje rostlina zvýšením aktivity NADP-ME 
[25], [26]. Kosmatec (Mesembryanthemum crystallinum), který má přechodný typ 
fotosyntézy, reaguje na nedostatek vody a vysokou koncentraci solí v půdě přepnutím 
fotosyntézy z C3 na CAM, které je provázeno zvýšením aktivity NADP-ME [26]. Aktivita 
NADP-ME v cytosolu se v tomto případě zvýší 4 až 10 násobně [26], [39], [40]. 
Dále byla aktivita NADP-ME studována v souvislosti se zvýšenou koncentrací solí 
v půdě [41-43], po působení kadmia [44], stresu chladem [45] a v hyperhydrických 
podmínkách [46]. Za všech těchto podmínek byl pozorován nárůst aktivity NADP-ME.  
V naší laboratoři byl také zkoumán vliv virové infekce (Y virem bramboru) na aktivitu 
NADP-ME [47], [48], [100-103].  
 
 
 
Obr. 1. 9 Schéma předpokládané funkce NADP-ME při odpovědi rostliny na stres. Vzniklý pyruvát může 
být využit pro získání ATP při vstupu do dýchacího řetězce; dále může sloužit jako prekurzor 
pro syntézu PEP. PEP je dále využíván k syntéze aromatických aminokyselin šikimátovou 
cestou a vede až ke vzniku ligninu a flavonoidů; NADPH slouží pro syntézu aktivních forem 
kyslíku, které jsou produkovány při obraně rostliny při napadení patogenními mikroorganismy 
[36]. 
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1.5 Fosfoenolpyruvátkarboxylasa 
/EC 4.1.1.31; dále jen PEPC/ 
Systematický název - fosfát:oxalacetát karboxylasa (fosforylační) 
PEPC je enzym katalyzující ireverzibilní β-karboxylaci fosfoenolpyruvátu (PEP) 
v přítomnosti HCO3- iontů a dvojmocného kationtu kovu (Mg2+, Mn2+) za vzniku 
oxalacetátu a anorganického fosfátu [49-51], [56-58], [62]. Tato reakce je exergonická 
[58]. Vzniklý oxalacetát může být dále redukován na L-malát enzymem NAD-
malátdehydrogenasou [49-51].  
 
 
Reakční mechanismus této reakce je rozložen do více kroků. Prvním krokem je 
reverzibilní vznik karboxyfosfátu a enolát pyruvátu z fosfoenolpyruvátu. Z karboxyfosfátu 
vznikne CO2 a anorganický fosfát. Následně dochází k ireverzibilní karboxylaci za vzniku 
OAA a anorganického fosfátu [49], [56], [58], [61]. 
 
 
1.5.1 Výskyt PEPC 
PEPC je enzym přítomný v cytoplasmě buněk. Vyskytuje se u vyšších rostlin, zelených 
řas a u baterií, avšak nikdy nebyl nalezen u živočichů, hub či kvasinek [49], [50], [56], 
[58]. Biosyntéza tohoto enzymu je pod kontrolou fytochromu [58], [59]. 
Tento enzym se vyskytuje ve formě homotetrameru [49], který je tvořen čtyřmi 
identickými podjednotkami o velikosti 95-116 kDa [56], [58]. Struktura PEPC je uvedena 
na obrázku 1.10 a 1.11, jedná se o PEPC přítomnou v E. coli (obr. 1.10, str. 26) a PEPC 
izolovanou z kukuřice (obr. 1.11, str. 26).   
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Obr. 1. 10 Struktura fosfoenolpyruvátkarboxylasy z E. coli získaná na základě rentgeno-strukturní analýzy 
v komplexu s Mn2+ [60]. 
 
 
Obr. 1. 11  Struktura tetrameru fosfoenolpyruvátkarboxylasy z kukuřice získaná na základě rentgeno-
strukturní analýzy - vlevo: přední pohled; vpravo : pohled ze strany; barevně odlišeny 
monomerní jednotky  [56], [61], [62].  
 
1.5.2 Funkce PEPC 
 PEPC ve vyšších rostlinách má mnoho funkcí a je zapojena do různých fyziologických 
kontextů [59]. Podle toho, v jakých se vyskytuje rostlinách, můžeme rozdělit i funkce. 
Účastní se primární fixace CO2 během C4 a CAM fotosyntézy (viz. obr. 1.12, str. 27) [49-
51], [56-59]. PEPC vyskytující se v CAM rostlinách má stejnou funkci jako v C4 
rostlinách s výjimkou doby fixace CO2, ke které dochází v CAM rostlinách v noci a v C4 
rostlinách ve dne. Tento mechanismus v CAM rostlinách minimalizuje ztrátu vody v 
pouštních rostlinách, jelikož jsou průduchy otevírány pouze v průběhu noci [58], [64]. 
 V C3 rostlinách je PEPC zapojena do anaplerotických funkcí, neboli doplňování 
intermediátů citrátového cyklu, čímž poskytuje uhlíkové kostry nezbytné pro biosyntézu 
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aminokyselin a dalších metabolitů (viz. obr. 1.13) [49], [50], [56-59]. Mezi další funkce 
v C3 rostlinách patří udržování pH a elektroneutrality buňky, reoxidace NADPH procesem 
malátového kvašení a v součinnosti s NAD-malátdehydrogenasou a NADP-dependentní 
malátdehydrogenasou dekarboxylační poskytování redukčních ekvivalentů NADPH. 
Jmenované funkce jsou považovány za důležité i pro nefotosyntetické formy enzymu v C4 
a CAM rostlinách a hrají důležitou roli během zrání plodů, vývoje semen či jejich klíčení 
[49], [50], [58]. Nefotosyntetická isoforma PEPC má také další významnou funkci, a to při 
metabolismu uhlíku ve svěracích buňkách během otevírání průduchů [50], [57]. 
 PEPC  se také může podílet na metabolické adaptaci rostlin na vnější podmínky [51]. 
 
 
 
Obr. 1. 12 Funkce PEPC při fotosyntetické prefixaci CO2 v mezofylových buňkách C4 a CAM rostlin 
[59]. 
 
 
 
 
Anaplerotická cesta vedoucObr. 1. 13 í k syntéze aminokyselin. Doplňování meziproduktů do citrátového 
cyklu pomocí PEPC [59].  
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1.5.3 Regulace aktivity PEPC 
Bylo zjištěno, že PEPC vyšších rostlin je alosterický enzym, který může být regulován 
různými způsoby [49-51], [56], [57]. 
Regulace aktivity PEPC závisí na původu enzymu. Rostlinné PEPC jsou inhibovány L-
malátem a aktivovány D-glukosa-6-fosfátem nebo D-fruktosa-1,6-bisfosfátem u bakterií je 
PEPC inhibována dikarboxylovými kyselinami, ale jako aktivátor je zde 
acetylkoenzymemA [49], [50], [52], [56-58]. L-malát, aspartát a další intermediáty 
citrátového cyklu fungují jako zpětnovazebné inhibitory PEPC [49]. V CAM rostlinách je 
PEPC aktivní během noci, proto je tedy PEPC méně citlivá vůči inhibici L-malátem v noci 
než ve dne [58]. Změna pH může také fungovat jako jeden z regulačních způsobů [49], 
[52], [58], [59]. pH optimum tohoto enzymu je v rozmezí hodnot od 7,5 do 8,5 [49]. 
Aktivita PEPC v C4 a CAM rostlinách je také řízena pomocí reverzibilní fosforylace 
vysoce konzervovaného serinového zbytku (v případě kukuřice se jedná o Ser-15) 
v blízkosti N-koncové domény polypeptidu [50], [52], [56], [57]. Fosforylace probíhá za 
katalýzy malé, specifické Ser/Thr kinasy tzv. PEPC kinasy [50], [52-54], [56], [57], [59]. 
PEPC kinasa je nejmenší známá proteinkinasa, která se vyskytuje ve formě monomeru 
[57]. PEPC může být defosforylována pomocí specifické proteinové fosfatasy [49]. 
Fosforylace PEPC vede ke zvýšení aktivity enzymu a enzym je tak méně citlivý vůči 
svému inhibitoru L-malátu a více citlivý vůči aktivaci D-glukosa-6-fosfátem [54], [55], 
[62]. 
V C3 rostlinách byla fosforylace PEPC také zkoumána [49], [53], [57], [59], [65]. 
K reverzibilní fosforylaci PEPC v C3 rostlinách dochází při osvětlení stejně jako v C4 
rostlinách pomocí velice podobné PEPC kinasy [50], [59], [65]. K fosforylaci dochází opět 
na serinovém zbytku v blízkosti N-koncové domény polypeptidu (u tabáku se jedná o Ser-
11) [50], [59]. 
 
1.5.4 PEPC a stres 
Vliv různých stresových faktorů na aktivitu PEPC byl zkoumán v mnoha rostlinných 
druzích. Exprese PEPC může být ovlivněna například přítomností zvýšené koncentrace 
NaCl, LiCl nebo vlivem sucha a chladu. Po ošetření rostliny pomocí NaCl dochází k 
disociaci aktivního dimeru PEPC na neaktivní monomer PEPC [58]. Všechny tyto typy 
stresu vedou ke zvýšení exprese PEPC [51], [63]. Naopak hypoxie či dlouhotrvající tma 
vedou ke snížení exprese PEPC [51]. Bylo také prokázáno, že vlivem působení sucha 
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některé rostliny jako je například pupec štěrbinový - Umbilicus rupestris, přecházejí z typu 
C3 fotosyntézy k CAM typu fotosyntézy [64]. 
V jiných studiích byla zvýšená aktivita PEPC nalezena v souvislosti s nadbytkem 
toxických látek a iontů či naopak s nedostatkem živin [66-68]. Dále v souvislosti se 
solným a osmotickým stresem [51], [69] a stresem ovlivňujícím rovnováhu vody v rostlině 
např. chlad a vodní stres [70], [71].  
V naší laboratoři byl také zkoumán vliv virové infekce (Y virem bramboru) na aktivitu 
PEPC [72-74]. 
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1.6 Pyruvát, fosfátdikinasa 
/EC 2.7.9.1; dále jen PPDK/ 
Systematický název - ATP:pyruvát, fosfát fosfotransferasa 
PPDK je enzym katalyzující přeměnu pyruvátu za přítomnosti ATP a anorganického 
fosfátu na fosfoenolpyruvát (PEP), AMP a pyrofosfát. Reakce probíhá v přítomnosti 
hořečnatých iontů [75-77]. 
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1.6.1 Výskyt PPDK 
PPDK je enzym přítomný v mikroorganismech, bakteriích, zelených řasách a ve 
vyšších rostlinách [75], [76], [80].  
Je to homotetramerní enzym, o velikosti 94-97 kDa (viz obr. 1.14, str. 31), který je 
přítomný v chloroplastu mezofylových buněk C4 a CAM rostlin [75-78]. C4 a C3 isoformy 
PPDK  jsou si jak strukturně tak biochemickými vlastnostmi podobné [77]. V C3 rostlinách 
je aktivita PPDK mnohem nižší než v C4 a CAM rostlinách [75-77]. U bakterií je tento 
enzym ve formě homodimeru [76]. 
Ze semen kukuřice byly izolovány dvě isoformy tohoto enzymu, a to chloroplastová 
isoforma a cytosolová isoforma [75]. Cytosolová isoforma je nejspíše exprimována 
i v nefotosyntetických orgánech C3 a C4 rostlin [75], [76].  
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Obr. 1. 14 Struktura, tetrameru pyruvát, fosfátdikinasy z kukuřice, získaná na základě rentgeno-strukturní 
analýzy [81]. 
 
 
1.6.2 Funkce PPDK 
PPDK vyskytující se v C4 a CAM rostlinách má funkci přeměňovat tříuhlíkaté 
sloučeniny (pyruvát) na fosfoenolpyruvát, který slouží jako primární akceptor CO2 [75], 
[76], [80]. Fotosyntetická plastidová PPDK je enzym limitující rychlost průběhu C4 cyklu. 
Cytosolová isoforma tohoto enzymu je tvořena v nefotosyntetických orgánech C4 a C3 
rostlin, kde však funkce zatím bohužel není podrobně prozkoumána [75], [77].  
V bakteriích je funkcí tohoto enzymu syntéza ATP z fosfoenolpyruvátu [75], [76]. 
PPDK tedy v bakteriích katalyzuje reakci v opačném směru než v rostlinách.  
 
1.6.3 Regulace aktivity PPDK 
Stejně jako další enzymy i PPDK patří mezi regulační enzymy. Jedním ze způsobů 
regulace aktivity PPDK v chloroplastech je reverzibilní fosforylace Thr zbytků 
prostřednictvím PPDK regulačního proteinu (PPDK RP) na aktivní straně domény [76-79]. 
Jedná se o reverzibilní proces, který je regulován světlem (viz. obr. 1.15, str. 32) [77], [79]. 
PPDK RP je lokalizován ve stroma chloroplastu v mezofylových buňkách C4 rostlin 
[77]. PPDK RP se vyskytuje i v C3 rostlinách, kde má stejnou funkci jako v C4 rostlinách. 
Regulace v C4 a C3 rostlinách probíhá stejně [77-79].  
Zajímavé na této regulaci je to, že PPDK RP má bifunkční charakter, což znamená, že 
funguje jako proteinkinasa a zároveň jako proteinfosfatasa. Jako proteinkinasa způsobuje 
inaktivaci PPDK a jako proteinfosfatasa PPDK aktivuje. Při fosforylaci používá jako donor 
fosfátu ADP místo ATP [76], [77], [79]. 
Dalším způsobem regulace může být změna pH; pH optimum pro tento enzym je 7,9 
[78]. Byla zkoumána i regulace aktivity tohoto enzymu pomocí teploty [78]. Se snížením 
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teploty na 0°C aktivita enzymu klesla, ale při opětovném zahřátí na teplotu 20°C se 
hodnota aktivity po 60 minutách vrátila zpět na původní hodnotu. Optimální teplota pro 
tento enzym je 22°C [78]. Při zkoumání enzymu izolovaného z kukuřice bylo prokázáno, 
že se z enzymu při nižších teplotách stává dimerní forma [78].  
 
 
 
Obr. 1. 15 Zprostředkování reverzibilní fosforylace PPDK světlem/tmou pomocí regulačního proteinu 
[77].  
 
 
1.6.4 PPDK a stres 
Vliv stresu na PPDK byl zkoumán u rýže [75]. Zvýšení aktivity tohoto enzymu bylo 
sledováno po působení nedostatku vody, kyslíku, chladu, vysoké koncentrace solí či po 
působení ABA.  Bylo také zjištěno, že tyto typy stresu zvyšují expresi cytosolové formy 
PPDK u rýže [75]. 
Oxidativní stres vyvolává také zvýšení aktivity PPDK v kořenech a semenech rýže, 
společně se zvýšením aktivity PEPC [75].  
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1.7 Cíl práce 
 
Cílem této diplomové práce bylo : 
 
1.  Potvrdit závislost mezi zvýšením aktivity NADP-ME, PEPC a PPDK v rostlinách 
tabáku Nicotiana tabacum L. cv. W.38 a nedostatkem vody při pěstování těchto rostlin. 
 
2.  Zjistit, jakým způsobem je aktivita enzymů PEPC a NADP-ME v rostlinách tabáku 
Nicotiana tabacum L. cv. W.38 vystavených suchu regulována. 
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2 MATERIÁL & METODY 
 
2.1 Materiál 
Rostlinný materiál 
- rostliny Nicotiana tabacum L. cv. W38 (kultivar Wisconsin 38) 
Rostlinný materiál byl poskytnut RNDr. RadomírouVaňkovou, Ústav experimentální 
botaniky AV ČR. 
Protilátky 
 Králičí polyklonální protilátka IgG připravená proti NADP-ME byla připravena v naší 
laboratoři; RNDr. Veronika Doubnerová, PhD., Mgr. Lucie Potůčková [82]  
Králičí polyklonální protilátka IgG připravená proti PEPC byla laskavě poskytnuta Ing. 
Karlem Müllerem, PhD.,  PřF UK Praha, katedra biochemie 
 
2.2 Chemikálie 
5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát/ nitroblue tetrazolium tablety (BCIP/NBT) – Sigma, USA 
Adenosintrifosfát (ATP) – Sigma, USA 
Agarosa – Lonza, ČR 
Akrylamid – Sigma, USA 
Barevný standard – Bio Rad, USA 
Bradfordovo činidlo – Sigma, USA 
Bromfenolová modř – Sigma, USA 
Coomassie Brilliant Blue R250 (CBB) – Sigma, USA 
Dithiothreitol (DTT) – Sigma, USA 
DNA-freeTM – Ambion, USA 
Dodecylsíran sodný (SDS) – Sigma, USA 
Ethanol – Lach-ner , ČR 
Ethylendiamintetraacetát (EDTA) – Lachema, ČR 
Fosfoenolpyruvát sodný (PEP) – Sigma, USA 
Glycerol – Penta, ČR 
Glycin – Degussa, ČR 
Hovězí sérový albumin (BSA) – Sigma, USA 
Inhibitory proteas pro rostlinné extrakty – Sigma, USA 
KCl – Lachema, ČR 
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KH2PO4 – Lachema, ČR 
Kozí protilátka proti králičí protilátce značená alkalickou fosfatasou  – Sigma, USA 
Kyselina octová – Lach-ner, ČR 
LightCycler 480 SYBR Green I Master sada – Roche, Německo 
L-malát sodný – Sigma, USA 
Methanol – Lach-ner, ČR 
MgCl2 – Sigma, USA 
M-MLV Reverse Transcriptase RNase H Minus, Point Mutant sada – Promega, USA 
N, N, N´, N´- tetramethylendiamin (TEMED) – Serva, USA 
N, N´- methylenbisacrylamid – Sigma, USA 
Na2HPO4 . 12H2O – Lachema, ČR 
NaCl – Penta, ČR 
NADH – Sigma, USA 
NADP+ – Sigma, USA 
NaHCO3 – Lachema, ČR 
NaN3 – Sigma, USA 
Nitrobluetetrazolium chlorid – Sigma, USA 
Peroxodisíran amonný – Boehringer, Mannheim 
Phenazin methosulfát – Sigma, USA 
Polyvinylpolypyrrolidon (PVP) – Sigma, USA 
Primer pro aktin9  
Primer pro cytosolovou isoformu NADP-ME – Metabion ME002, East Port Praha s. r. o. 
Primer pro chloroplastovou isoformu NADP-ME-Metabion ME002, East Port Praha s. r. o. 
Primer pro PEPC Tib Molbiol – Berlín, Německo 
Pyruvát sodný – Sigma, USA 
RNeasy Plant Mini sada – QIAGEN, USA 
SYBR® safe DNA gel stain – Invitrogen, USA 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) – Sigma, USA 
Tween 20 – Sigma, USA 
β-merkaptoethanol – Sigma, USA 
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2.3 Přístroje 
Analytické váhy 100A – Denver Instrument Company, USA 
Blotovací zařízení Whatman Fastblot B31 – Biometra, Německo 
Centrifuga EBA 12 – Hettich, Německo 
Centrifuga Hettich Universal 32R – Hettich, Německo 
Centrifuga Jouan B4i – Thermo Spectronic, USA 
Dokumentační systém G:BOX – Syngene, USA 
Elektroforetická souprava Owl B1,B2 Easy Cast Mini Gel systém-Thermo Spetronic, USA 
Elektroforetická souprava Whatman – Biometra, Německo 
Inkubátor IR 1500 Flow laboratories – Labsystem Praha s.r.o. 
Inkubátor se suchou lázní Elite – Schoeller Instruments, Anglie 
Magnetická míchačka – Labortechnik, Německo 
Mini centrifuga GmCLab – Gilson, USA 
PCR termocycler TGradient – Biometra, Německo 
pH metr Ultrabasic UB 10 – Denver Instrument Company, USA 
Spektrofotometr BioMate 3 – Thermo Spectronic, USA 
Spektrofotometr Helios α – Thermo Spetronic, USA 
Spektrofotometr Ultrospec 2100 – Amersham Pharmacia Biotech, Anglie 
Systém LightCycler 480 – Roche, Německo 
Termoblok TB1 Thermoblock – Biometra, Německo 
Vortex MS2 Minishaker – IKA Works INC., USA 
 
2.4 Metody 
  
2.4.1 Příprava rostlinného materiálu 
Rostlinný materiál, rostliny Nicotiana tabacum L., cv. W38 byly pěstovány v boxech 
pro kultivaci rostlin při umělém osvětlení a teplotním režimu (16h 25˚C den/8h 23˚C noc) 
a vlhkosti (80%/35%, kontroly/sucho).  
Rostliny byly přesazeny po 4 týdnech od výsevu. Osmitýdenní rostliny pak byly 
rozděleny do dvou skupin (kontrolní skupina 25 rostlin a skupina stresovaná suchem 25 
rostlin). Skupině stresovaných rostlin byla naposledy dodána voda v den označený jako 
nultý den pokusu. Kontrolním rostlinám byla dodávána voda pravidelně (každý den).  
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2.4.2 Odběr vzorků z rostlinného materiálu  
Vzorky byly odebírány z kontrolních rostlin (viz. obr. 2.1) a rostlin vystavených stresu 
suchem ve dvou po sobě následujících pokusech. V prvním pokusu byl rostlinný materiál 
odebírán po 5., 6. a 11.dnech sucha . Rostliny stresované suchem byly dále po 11.dni sucha 
zality a vzorky byly následně odebírány 12. den a 14. den pokusu (1 a 3 dny po zalití). 
V následujícím druhém pokusu byly vzorky odebírány opět 5. a 11.den sucha. Po 11.dni 
sucha opět následovalo zalití rostlin stresovaných suchem a odběr byl uskutečněn 14.den 
a 17.den pokusu (3 a 6 dnů po zalití). 
Listy byly odebírány jako směsné vzorky průměrně z 6 kontrolních a 6 stresovaných 
rostlin, a to po jednotlivých patrech listů, podle umístění na rostlině: vrcholové listy 
(LNV), první plně vyvinuté listy (LV), velké listy (LN), střední listy (LS) a spodní listy 
(LD) (viz. obr. 2.1). Směsné vzorky listů byly okamžitě zmraženy v tekutém dusíku 
a skladovány při -80˚C. 
 
 
 
 
 
Obr. 2. 1  Kontrolní rostlina  Nicotiana tabacum L., cv. W38 byla rozdělena na různé části podle velikosti listů 
a umístění na rostlině. Odebrány byly vrcholové listy (LNV), první plně vyvinuté listy (LV), velké listy 
(LN), střední listy (LS) a listy spodní (LD).  
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2.4.3 Příprava rostlinného extraktu  
Pro stanovení enzymových aktivit bylo odebráno 0,3 až 3g rostlinného materiálu (viz. 
2.4.2, str. 37). Rostlinný materiál byl zvážen a poté homogenizován v třecí misce pomocí 
tloučku společně s extrakčním pufrem A (100 mmol.l-1 Tris-HCl pufr (pH 7,8), 1 mmol.l-1 
DTT, 1 mmol.l-1 EDTA, 5 mmol.l-1 MgCl2, 2-5% glycerol) jehož objem byl trojnásobkem 
hmotnosti rostlinného materiálu. Homogenáty byly dále převedeny do mikrozkumavek 
typu Eppendorf a bylo k nim přidáno PVP (asi 0,02g) a do každého z nich byly přidány 
inhibitory proteas (1μl inhibitorů proteas pro rostlinné extrakty-Sigma P9599 na 1ml 
extraktu). Následně byly takto připravené homogenáty centrifugovány při 15 000 RPM (16 
600 x g), po dobu 15 minut, při teplotě 4°C. Po centrifugaci byl odebrán supernatant. Pro 
stanovení enzymových aktivit byly dále používány pouze rostlinné extrakty (supernatanty).  
Pro měření PEPC po působení alkalické fosfatasy byly extrakty odebrány zvlášť a byla 
k nim přidána alkalická fosfatasa (150U/ml rostlinného extraktu) a tyto vzorky byly 
inkubovány po dobu 1 hodiny při 21°C.  
  
2.4.4 Stanovení enzymových aktivit  
Aktivity enzymů (PEPC, PPDK a NADP-ME) v rostlinných extraktech byly sledovány 
v příslušných reakčních směsích spektrofotometricky na spektrofotometru Helios α, při 
vlnové délce 340nm, měřením absorbance po dobu 5 minut při teplotě 25°C, objemu 
reakční směsi 1 ml a délce kyvety 1 cm.  
Při stanovení bylo využito změny absorbance při přeměně NAD(P)+ na NAD(P)H a 
naopak. Molární absorpční koeficient-ε NAD(P)+ při 340nm má hodnotu 6200 l.mol-1.cm-1. 
Výsledná aktivita enzymů je vždy průměrnou hodnotou stanovení 3 různých směsných 
vzorků. Dále byla aktivita jednotlivých enzymů vyjadřována jako specifická aktivita 
(aktivita sledovaného enzymu vztažená na koncentraci proteinů v extraktu) a jako aktivita 
vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu.  
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2.4.4.1 Stanovení aktivity NADP-ME 
 Ke stanovení aktivity enzymu NADP-ME byla využita reakce, při které je L-malát za 
současné redukce NADP+ tímto enzymem dekarboxylován za vzniku pyruvátu, oxidu 
uhličitého a NADPH.  
 Vznik redukovaného NADPH se projeví zvýšením absorbance. Reakční směs 
obsahovala 100 mmol.l-1 Tris-HCl pufr (pH 7,4), 10 mmol.l-1 L-malátu, 2 mmol.l-1 MgCl2, 
0,2 mmol.l-1 NADP+. Reakce byla startována 50 μl rostlinného extraktu. 
 
2.4.4.2 Stanovení aktivity PEPC 
  Ke stanovení enzymu PEPC byla využita spřažená reakce, ve které je v prvním kroku 
vznikající OAA dále pomocí v extraktu přítomné NAD-malátdehydrogenasy redukován na 
L-malát za spotřeby NADH. 
  Zaznamenáváme pokles absorbance způsobený úbytkem NADH. Reakční směs 
obsahovala 100 mmol.l-1 Tris-HCl (pH 8,1), 5 mmol.l-1 NaHCO3, 2 mmol.l-1 MgCl2, 
0,2 mmol.l-1 NADH, 2 mmol.l-1 PEP a reakce byla startována 50 μl rostlinného extraktu.  
 Stanovení aktivity PEPC bylo dále prováděno při pH 7,1 a za subsaturační koncentrace 
PEP (0,2 mmol.l-1). Dále se také stanovovala aktivita PEPC v přítomnosti aktivátoru (D-
glukosa-6-fosfátu). V tomto případě byl do reakční směsi navíc přidáváno 100μl 50 
mmol.l-1 tzn. 5 mmol.l-1 D-glukosa-6-fosfát.  
  
2.4.4.3 Stanovení aktivity PPDK 
 Ke stanovení aktivity enzymu PPDK byla využita spřažená reakce. Vzniklý PEP je za 
katalýzy PEPC karboxylován na OAA a ten je dále redukován NAD-malátdehydrogenasou 
na L-malát. PEPC i NAD-malátdehydrogenasa jsou v rostlinném extraktu přítomny. 
 Zaznamenáváme pokles absorbance způsobený úbytkem NADH. Reakční směs 
obsahovala 100 mmol.l-1 Tris-HCl pufr (pH 8,1), 5 mmol.l-1 NaHCO3, 10 mmol.l-1 MgCl2, 
2 mmol.l-1 pyruvátu, 2 mmol.l-1 ATP, 2 mmol.l-1 Na2HPO4,  0,2 mmol.l-1 NADH a 50 μl 
rostlinného extraktu. 
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2.4.5 Elektroforetické metody 
2.4.5.1 Příprava vzorků pro elektroforetickou separaci  
Na přípravu vzorků pro elektroforesu za denaturujících podmínek v přítomnosti SDS 
v polyakrylamidovém gelu byl využit rostlinný extrakt připravený v kroku 2.4.3 (str. 38). 
Tento extrakt byl dále ředěn 1:1 se vzorkovým pufrem (50 μl extraktu a 50 μl vzorkového 
pufru: 0,5ml 0,1% bromfenolové modře, 2ml glycerolu, 2ml 10% SDS, 2,6ml 0,5 mol.l-1 
Tris-HCl pufr (pH 6,8), 0,1542g DTT a 2,4 ml vody). Před aplikací vzorku na gel byl takto 
připravený vzorek povařen ve vodní lázni po dobu 5 minut.  
 Vzorky pro nativní elektroforesu byly připraveny opět z rostlinných extraktů (krok 
2.4.3) a obsahovaly 20% sacharosu.  
 
2.4.5.2 Elektroforetická separace za denaturujících podmínek v prostředí SDS 
 Diskontinuální elektroforesa za denaturujících podmínek v přítomnosti SDS byla 
provedena metodou podle Laemmliho [83]. Pro SDS elektroforesu byl použit gradient 
polyakrylamidového gelu za použití 10%-15% separačního gelu a 5% zaostřovací gel. 
 Do jamek byla nanášena stejná koncentrace bílkovin ve vzorcích (45μg). Po nanesení 
vzorků do jamek bylo nastaveno počáteční napětí 70V a po dosažení hranice mezi 
zaostřovacím a separačním gelem bylo napětí zvýšeno na 140V. 
 
2.4.5.3 Elektroforetická separace za nativních podmínek 
 Nativní elektroforesa byla provedena podle Lee a Lee [84]. Pro nativní elektroforesu 
byl použit gradient polyakrylamidového gelu za použití 6%-12% separačního gelu a 3% 
zaostřovací gel.  
 Do jamek byla nanášena stejná koncentrace bílkovin ve vzorcích (45μg). Po nanesení 
vzorků do jamek bylo nastaveno počáteční napětí 70V a po dosažení hranice mezi 
zaostřovacím a separačním gelem bylo napětí zvýšeno na 140V. 
 
2.4.5.4 Detekce aktivity NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci za nativních 
podmínek 
 Po skončení nativní elektroforesy byl gel inkubován přibližně 60 minut při laboratorní 
teplotě v čerstvě připraveném roztoku, který obsahoval 100 mmol.l-1 Tris-HCl pufr, pH 
7,4; 10 mmol.l-1 L-malát, 10 mmol.l-1 MgCl2, 2 mmol.l-1 NADP+, 0,1 mg.ml-1 nitroblue 
tetrazolium a 5μg.ml-1 phenazin methosulfát. V průběhu inkubace dochází k reakci 
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NADPH s nitroblue tetrazolium a phenazin methosulfátem za vzniku modrého zabarvení 
v gelu.  
 
2.4.5.5 Přenos proteinů na nitrocelulosovou membránu a imunochemická detekce 
NADP-ME 
 Po elektroforetické separaci za denaturujících podmínek v přítomnosti SDS 
v gradientovém polyakrylamidovém separačním gelu, byl proveden přenos proteinů na 
nitrocelulosovou membránu metodou "western blot". Přenos proteinů byl proveden 
v blotovacím zařízení Whatman Biometra. Nejdříve bylo umístěno 5 vrstev filtračního 
papíru, na tuto vrstvu byla umístěna vhodně velká nitrocelulosová membrána, dále vrstva 
polyakrylamidového gelu a opět 5 vrstev filtračního papíru. Všechny umístěné 
komponenty byly před nanesením smočeny v přenosovém pufru (pH 8,3; 25 mmol.l-1 Tris, 
150 mmol.l-1 glycin, 10% methanol). Po uzavření soupravy a zapojení elektrického proudu, 
5mA na 1 cm2 membrány, trval přenos 35 minut.  
 Po dokončení přenosu proteinů na nitrocelulosovou membránu, následovalo blokování 
membrány v 1% BSA v pufru PBS (pH 7,4; 137 mmol.l-1 NaCl, 8 mmol.l-1 Na2HPO4, 
2,7 mmol.l-1 KCl, 3 mmol.l-1 NaN3, 15 mmol.l-1 KH2PO4) po dobu jedné hodiny. 
Po blokování byla membrána promývána v roztoku PBS+0,05% Tweenu 20 (PBS+T) 
3x po 5 minutách. Následovala specifická detekce NADP-ME pomocí polyklonální králičí 
protilátky připravené v naší laboratoři [82], jejíž koncentrace byla 1,9 mg.ml-1. Tato 
protilátka byla ředěná konjugačním pufrem (PBS+T s 2% PVP a 0,2% BSA) na výslednou 
koncentraci 5 μg.ml-1. V tomto roztoku byla nitrocelulosová membrána inkubována 
v lednici při 4°C přes noc. Po inkubaci přes noc následovalo promývaní membrány pomocí 
roztoku PBS+T po dobu 5 minut opět 3x. Membrána byla dále inkubována v roztoku 
konjugačního pufru se sekundární kozí protilátkou proti králičí protilátce značenou 
alkalickou fosfatasou při 37°C po dobu 3 hodin. Tato protilátka byla ředěna konjugačním 
pufrem v poměru 1:30 000. Po inkubaci se sekundární protilátkou byla membrána opět 
promývána roztokem PBS+T po dobu 5 minut 3x.  
 Dále byla nitrocelulosová membrána inkubována v 10ml destilované vody s 5-bromo-
4chloro-3-indolylfosfát/nitroblue tetrazolium v tabletě (BCIP/NBT), dokud se neobjevila 
interakce ve formě proužků. Intenzita proužků byla vyhodnocena programem Elfoman 2.0. 
 Při této metodě "western přenosu" byly použity standardní barevné proteiny (modrý -
myosin (Mr = 216 000), růžová - β-galaktosidasa (Mr = 132 000), zelené - BSA (Mr = 78 
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000), fialová - karboanhydrasa (Mr = 45 700), oranžový - inhibitor trypsinu sojových bobů 
(Mr = 32 500), červený - lysozym (Mr = 18 400) a modrý aprotinin (Mr = 7 600). 
 
2.4.5.6 Imunochemická detekce PEPC 
Při přenosu proteinů na nitrocelulosovou membránu a imunochemické detekci PEPC, 
bylo postupováno stejně jako v kroku 2.4.5.5. V případě imunochemické detekce PEPC 
byla použita polyklonální králičí protilátka pro specifickou detekci PEPC, která byla 
poskytnuta Ing. Karlem Müllerem, PhD. a koncentrace protilátky je 1,7 mg.ml-1 a byla také 
ředěna konjugačním pufrem  na výslednou koncentraci 8,5 μg.ml-1. 
  
2.4.6 Stanovení koncentrace bílkovin 
 Koncentrace rozpustných bílkovin v rostlinném extraktu byla stanovena metodou podle 
Bradfordové [85]. Princip této metody je založen na vzniku barevného komplexu bílkoviny 
s barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250 způsobujícího posun absorpčního maxima 
z původních 465 nm na 595 nm; byla tedy změřena absorbance vzniklého komplexu při 
595 nm. Jako standard byl použit hovězí sérový albumin (BSA) v koncentračním rozsahu 
0 až 1,4 mg.ml-1.  
 
2.4.7 Izolace mRNA a její kvantifikace pomocí PCR v reálném čase 
Tato metoda byla prováděna na Ústavu experimentální botaniky, AV ČR, v laboratoři 
RNDr. Radomíry Vaňkové, pod vedením Mgr. Jany Dobré. 
 
2.4.7.1 Izolace RNA 
Izolace RNA byla provedena s použitím sady "QIAGEN-Rneasy Plant Mini kit". 
Pro izolaci RNA byl použit již zmíněný rostlinný materiál (viz. 2.4.1, str. 36), který byl 
odebírán stejně jako v bodě 2.4.2 (str. 37). Ze vzorku bylo odebráno 100mg rostlinného 
materiálu, který byl dále rozdrcen v třecí misce tloučkem společně s kapalným dusíkem, 
aby vzorek nerozmrzl. Ke konci homogenizace vzorku bylo přidáno 450μl pufru RLT 
(před použitím byl k pufru RLT přidán β-merkaptoethanol; 10μl β-merkaptoethanol na 
1ml pufru). Takto připravený homogenát byl inkubován při 56°C, 2 minuty. Dále bylo 
postupováno přesně podle návodu v sadě. Vzorky izolované RNA byly uchovávány při 
mínus 80°C.  
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2.4.7.2 Elektroforesa v agarosovém gelu 
Pro zjištění, zda izolovaná RNA není degradovaná, byla provedena elektroforesa 
v 1% agarosovém gelu v pufru TAE (242g Tris ve 300ml H2O, 100ml 0,5 mol.l-1 EDTA, 
57,1 ml koncentrované kys. octové, doplněno do 1l; pH 8).   
K 3μl vzorku izolované RNA byly přidány 4 μl vody a 1 μl 20% SDS. Takto 
připravené vzorky byly inkubovány při 75°C, 2 minuty. Po inkubaci byla ke vzorkům 
přidána směs bromfenolové modře se sacharosou.  
Do vychladlého gelu, asi na 50°C, bylo přidáno barvivo SYBR  safe (5xředěné). 
Gel byl nalit do předem připravené vaničky opatřené hřebenem. Po ztuhnutí gelu byl 
hřeben odstraněn, vanička byla vložena do elektroforetické vany s TAE pufrem 
a připravené vzorky izolované RNA byly nepipetovány. Elektroforesa byla spuštěna 
a udržována při napětí 70V. Poté byla pořízena fotografie gelu pod UV. 
 
2.4.7.3 Odstranění DNA 
Odstraňování DNA bylo prováděno s použitím sady od firmy Ambion-DNA-freeTM.  
Po odstranění DNA byla opět provedena elektroforesa v 1% agarosovém gelu v pufru TAE 
(viz. 2.4.7.2), abychom se ujistily, že DNA byla odstraněna.  
 
2.4.7.4 Stanovení koncentrace RNA 
Koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometrickým měřením absorbance při 260 
nm. Vzorek RNA byl před měřením ředěn vodou (1:200). Absorbance 1,0 při 260 nm 
odpovídá 40μg RNA v ml. 
cRNA = 40 . 200 . A260 μg/ml 
 
2.4.7.5 Reverzní transkripce RNA 
Reverzní transkripce byla provedena s použitím sady "M-MLV Reverzní transkripce 
RNas H Minus, Point Mutanta" od firmy Promega. 
Podle námi naměřené koncentrace, byla RNA ředěna tak, aby výsledné množství 
odpovídalo 1 μg RNA na reakci.  
x μl RNA + (12-x) μl vody 
x = 1/cRNA (μg/μl) 
Ke každému již naředěnému vzorku byl přidán primer oligo dT23dV (35μM), vzorky 
byly promíchány a centrifugovány. Následovala inkubace v termocykleru 5 minut při 
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70°C. Po inkubaci se vzorky inkubovaly 5 minut na ledu. Mezitím byl připraven zásobní 
roztok, který obsahoval 30 μl  M-MLV reakčního pufru , 3 μl inhibitoru RNAs, 7,5 μl 
dNTP (10 mmol.l-1), 3 μl M-MLV reverzní transkriptasy a 22,5 μl vody (všechny 
chemikálie byly přítomny v sadě). Po inkubaci vzorků na ledu bylo ke každému vzorku 
přidáno 11 μl zásobního roztoku. Poté byly vzorky vloženy do termocykleru na 60 minut 
při 42°C. Takto připravené cDNA byly skladovány při -80°C. 
 
2.4.7.6 Kvantifikace mRNA pomocí PCR v reálném čase 
Kvantitativní "real-time" PCR bylo provedeno na přístroji LightCycler 480 s použitím 
sady "LightCycler 480 SYBR Green I Master". Aktin9 byl použit jako standardní gen pro 
relativní kvantifikaci mRNA PEPC, cytosolového NADP-ME a chloroplastového NADP-
ME. Aktin9 je považován za gen, jehož exprese není ovlivněna stresovými faktory. 
Podmínky pro amplifikaci aktinu9, cytosolového NADP-ME a chloroplastového NADP-
ME transkriptu byly: 10 minut polymerasová aktivace při 95°C, 50 cyklů - každý cyklus 
95°C-10s (denaturace DNA), 60°C-10s (nasedání primeru), 72°C-15s (elongace). Pro 
amplifikaci PEPC transkriptů byly podmínky následující : 10 minut polymerasová aktivace 
při 95°C, 50 cyklů - každý cyklus 95°C-10s (denaturace DNA), 58°C-6s (nasedání 
primeru) a 72°C-10s (elongace).  
Primery pro aktin9 byly laskavě poskytnuty RNDr. Helenou Štorchovou, CSc. (Ústav 
experimentální botaniky, Akademie věd, Česká republika).  
Primery pro chloroplastovou a cytosolovou formu NADP-ME byly navrženy v souladu 
s GenBank sekvencemi DQ923119 a DQ923118 (viz. tabulka 2.1).  
Primery pro PEPC byly navrženy firmou Tib Molbiol (Berlín, Německo) podle genové 
sekvence X59016 (viz. tabulka 2.1). 
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Tabulka 2. 1 Sekvence pro primery cytosolové a chloroplastové formy NADP- ME a PEPC  
 
 MEcyt Forward ATA CAT TCT TGT TCC TCG GAG CAG 
MEcyt Reverse CCC TTT GAA TCC ACC AGC CA 
MEchl Forward GCT CTC TTT ATA CAC TGC TCT GG 
MEchl Reverse AAG TTC GGC ATA TTC CTG TCC T 
PEPC Forward ATT GCT GGA CAC AAG GAT CTT 
PEPC Reverse GCT TGA GAG TGT AGG CTT GC 
 
 
 
 
 
Poměr odpovídající rozdílu v transkripci NADP-ME a PEPC mezi kontrolními a 
suchem stresovanými rostlinami byl vypočítán podle rovnice viz. níže. Kde eNADP-ME 
(e ) a e  představují účinnost amplifikace PCR a CP představuje bod průsečíku, PEPC  aktin9
z angl. crossing point.  
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3 VÝSLEDKY 
Rostliny Nicotiana tabacum L. kultivar Wisconsin 38, byly pěstovány za daných 
podmínek (viz. 2.4.1, str. 36). Po osmi týdnech byly rostliny rozděleny do dvou skupin, 
z níž jedna byla skupina kontrolních rostlin (obr. 3.1) a ve druhé skupině byly rostliny 
stresované suchem. Jako odběrové dny byly určeny 5 (obr. 3.2A), 6 a 11 dnů stresu 
suchem (obr. 3.2B), jeden den, tři dny (obr. 3.3C) a šest dnů po zalití (obr. 3.3D). 
Odebírány byly vždy vrcholové listy-LNV, první plně vyvinuté listy-LV, velké listy-LN, 
střední listy-LS a listy spodní-LD (viz. 2.4.2, str. 37). Z příslušných listů byly vytvořeny 
směsné vzorky, které byly použity pro přípravu extraktů (viz. 2.4.3, str. 38). V těchto 
extraktech byla stanovována aktivita enzymů NADP-ME, PEPC a PPDK (viz. 2.4.4, str. 
38), koncentrace bílkovin (viz. 2.4.6, str. 42), zjištěno množství enzymů imunochemicky 
(viz. 2.4.5.5-6 , str. 41-42) a kvantifikována příslušná mRNA pomocí PCR v reálném čase 
(viz 2.4.7, str. 42).  
Aktivita jednotlivých enzymů je vyjadřována jako aktivita vztažená na gram čerstvé 
hmotnosti rostlinného materiálu a jako specifická aktivita (aktivita sledovaného enzymu 
vztažená na koncentraci proteinů v extraktu). 
 
 
 
Obr. 3. 1 Kontrolní rostlina Nicotiana tabacum L., cv. W38 
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A  B 
 
 
Obr. 3.2 Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. W38, 5. den (A) a 11. den (B) bez dodání zálivky, byly 
rozděleny na různé části podle velikosti listů a umístění na rostlině. Odebrány byly vrcholové 
listy (LNV), první plně vyvinuté listy (LV), velké listy (LN), střední listy (LS) a listy spodní 
(LD).  
 
 
 C  D 
 
 
Obr. 3.3 Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. W38, 14. den pokusu - 3 dny po zalití (C) a 17. den pokusu 
- 6 dnů po zalití (D), byly rozděleny na různé části podle velikosti listů a umístění na rostlině. 
Odebrány byly vrcholové listy (LNV), první plně vyvinuté listy (LV), velké listy (LN), střední 
listy (LS) a listy spodní (LD). 
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3.1 Vliv sucha na aktivitu a expresi NADP-ME 
V případě NADP-ME byly stanovovány aktivity pomocí spektrofotometrické metody 
(viz. 2.4.4.1, str. 39). Dále byla detekována aktivita tohoto enzymu v gelu po 
elektroforetické separaci za nedenaturujících podmínek (viz. 2.4.5.4, str. 40), 
imunochemická detekce množství tohoto enzymu pomocí specifických protilátek (viz. 
2.4.5.5, str. 41) a kvantifikace mRNA pomocí "real-time" PCR (viz. 2.4.7, str. 42).  
 
3.1.1 Aktivita NADP-ME v rostlinách Nicotiana tabacum L. 
Na obrázcích 3.4 až 3.8 lze sledovat aktivitu NADP-ME. Z obrázků je patrné, že 
aktivita v rostlinách vystavených suchu je mnohem vyšší než v kontrolních rostlinách. 
V prvních plně vyvinutých listech (LV) je aktivita NADP-ME ve stresovaných rostlinách 
po 5 dnech (obr. 3.4, str. 49) zvýšena 2,5 násobně oproti kontrolním rostlinám. Dále je 
vidět, že po 6 dnech stresu suchem (obr. 3.5, str. 49) je aktivita NADP-ME ve stresovaných 
rostlinách vyšší než po 5 dnech sucha. V prvních plně vyvinutých listech je aktivita po 6 
dnech sucha zvýšená 4 násobně a po 11 dnech sucha pouze 1,5 krát (obr. 3.6, str. 49). Po 
zalití rostlin stresovaných suchem se rozdíl aktivit mezi kontrolními a stresovanými 
rostlinami zmenšuje. Aktivita prvních plně vyvinutých listů den po zalití (obr. 3.7, str. 50) 
je oproti kontrolním rostlinám zvýšena 1,5 násobně zvýšená a tři dny po zalití (obr. 3.8, str. 
51) je pouze 1 krát zvýšena.  
Obrázky dokumentující v těchto pokusech specifickou aktivitu (obrázky B) ukazují, že 
specifická aktivita stoupá směrem od vrcholových listů (LNV) ke spodním listům (LS).  
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Obr. 3.4 Aktivita NADP-ME vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita NADP-ME (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 5 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.5  Aktivita NADP-ME vztažená na gram čerstvé hm ) a s
aktivita NADP-ME (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 6 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.6 Aktivita NADP-ME vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita NADP-ME (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 11 dnech sucha; ■ 
– kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.7 Aktivita NADP-ME vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita NADP-ME (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., den po zalití 
stresovaných rostlin; ■ – kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové 
listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.8  Aktivita NADP-ME vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita NADP-ME (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., 3 dny po zalití 
stresovaných rostlin; ■ – kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové 
listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
 
 
3.1.2 Detekce aktivity NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci za nativních 
podmínek 
Aktivita NADP-ME byla také detekována v gelu po elektroforetické separaci za 
nativních podmínek. Intenzita proužků přibližně odpovídá aktivitě měřené NADP-ME 
v předchozí kapitole (3.1.1, str. 48). Z obrázku 3.9 je patrné, že nejvyšší aktivita NADP-
ME je ve vzorku 11 dní stresované rostliny (D11). Dále je vidět, že intenzita proužků pro 
kontrolní rostliny (K) je nižší než v rostlinách stresovaných suchem (D). Rozdíl mezi 
množstvím NADP-ME v kontrolních a suchem stresovaných rostlinách, se zvětšuje od 5 
dne stresu a nejvyšší je 11 den stresu. Rozdíl v aktivitách mezi vzorky kontrolních 
a stresovaných rostlin 3 den po zalití je nejmenší. NADP-ME v kontrolních rostlinách je po 
elektroforetické separaci detekována jako jeden proužek, avšak v rostlinách, které byly 
stresovány suchem se objevuje ještě další proužek nad silnějším proužkem, který by mohl 
odpovídat nějakému agregátu.  
 
  K5 D5 K11 D11 K+1 D+1 K+3 D+3 
 
 
Obr. 3.9 Detekce aktivity NADP-ME v gelu po elektroforetické separaci za nativních podmínek; zleva: 
K5 a D5 – kontrola a stresovaná rostlina po 5 dnech sucha, K11 a D11 – kontrolní a stresovaná 
rostlina po 11 dnech sucha, K+1 a D+1 – kontrolní a stresovaná rostlina den po zalití stresované 
rostliny, K+3 a D+3 – kontrolní a stresovaná rostlina tři dny po zalití stresované rostliny.  
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3.1.3 Imunochemická detekce množství NADP-ME 
Po elektroforetické separaci proteinů za denaturujících podmínek v přítomnosti SDS 
byla použita metoda přenosu proteinů na nitrocelulosovou membránu (Western blotting). 
Na gel pro elektroforetickou separaci byla nanášena stejná koncentrace bílkovin (45 μg) 
ve všech vzorcích.  
Následovala specifická interakce králičí polyklonální protilátky proti NADP-ME. Dále 
byla membrána inkubována se sekundární polyklonální kozí protilátkou proti králičí 
protilátce, která byla značena alkalickou fosfatasou. K zjištění množství NADP-ME 
v kontrolních a suchem stresovaných rostlinách byla membrána inkubována ve vodném 
roztoku s BCPI/NBT tabletou obsahující 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát jako substrát 
pro alkalickou fosfatasu. Produktem 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfátu po reakci 
s alkalickou fosfatasou je narůžovělé zabarvení (obr. 3.10) pomocí něhož můžeme 
detekovat množství proteinu NADP-ME vyskytujícího se v jednotlivých vzorcích.  
 
 
 K5 D5 K11 D11 K+3  D+3 
 
 
 
Obr. 3. 10 Proužek NADP-ME po imunochemické detekci, stejné množství bílkovin (45μg). Zleva: K5 
a D5 – kontrola a stresovaná rostlina po 5 dnech sucha, K11 a D11 – kontrolní a stresovaná 
rostlina po 11 dnech sucha, K+3 a D+3 – kontrolní a stresovaná rostlina tři dny po zalití 
stresované rostliny. 
 
 
 
Z obrázku 3.11 (str. 53) je patrné, že v rostlinách, které byly vystaveny stresu suchem 
je množství NADP-ME vyšší než v rostlinách kontrolních, tento jev lze pozorovat i na 
obrázku 3.10. Po 5 dnech stresu se množství NADP-ME zvýšilo o 85%, po 11 dnech stresu 
to bylo o 140%. Je také vidět, že po zalití se množství NADP-ME snižuje, 3 dny po zalití 
je zvýšení o 130%.   
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Obr. 3. 11 Imunochemicky stanovené množství proteinu NADP-ME v ■-kontrolních rostlinách, a v ■-
rostlinách stresovaných suchem, v různých obdobích sběru (5 dnů stresu suchem, 11 dnů stresu 
suchem a 3 dny po zalití stresovaných rostlin). 
 
3.1.4 Kvantifikace mRNA pomocí PCR v reálném čase 
Pro kvantifikaci mRNA pomocí "real-time" PCR byly vybrány tyto vzorky: kontrola 5 
dní, 5, 11 dní stresu suchem a 3 dny po zalití.  
Z vybraných směsných vzorků rostlin kontrolních a stresovaných suchem byla 
izolována RNA (viz. 2.4.7.1, str. 42). Po izolaci RNA následovala elektroforetická 
separace v 1% agarosovém gelu pro kontrolu, zda není RNA degradována. 
Dalším krokem bylo odstranění DNA (2.4.7.3, str. 43) a další elektroforetická separace 
v 1% agarosovém gelu pro kontrolu, zda byla DNA opravdu odstraněna. Ve všech 
vzorcích se vyskytují dva proužky odpovídající izolované RNA ze vzorků, nikde není vidět 
přítomnost DNA, což dokazuje, že odstranění DNA proběhlo úspěšně (obr. 3.12).  
 
 K5  D5 D11 D+3  
 
Obr. 3. 12 Detekce RNA po elektroforese v 1% agarosovém gelu pomocí UV záření. Zleva: K5 - kontrolní 
rostliny po 5 dnech sucha; D5 - stresovaná rostlina po 5 dnech sucha; D11 - stresovaná rostlina 
po 11 dnech sucha; D+3 - stresovaná rostlina tři dny po jejím zalití. 
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Po odstranění DNA byla stanovena koncentrace RNA (viz. 2.4.7.4, str. 43) a izolovaná 
mRNA byla převedena reverzní transkripcí do sekvence cDNA (viz. 2.4.7.5, str. 43). Dále 
už pokračovala samotná kvantifikace mRNA metodou "real-time" PCR (viz. 2.4.7.6, str. 
44). 
Za pomocí kvantifikace genu pro aktin9 bylo zjištěno množství mRNA pro 
cytosolovou a chloroplastovou NADP-ME. Gen pro aktin9 byl použit z toho důvodu, že 
sucho nemá vliv na jeho expresi. 
Na obrázcích 3.13 a 3.14 je zobrazeno množství exprimoveného genu pro cytosolovou 
a chloroplastovou isoformu NADP-ME. Z obrázku 3.13 vyplývá, že 5. den stresu suchem 
(D5) dochází ke zvýšení exprese mRNA cytosolové isoformy NADP-ME přibližně o 50%, 
avšak 11. den stresu (D11) je množství exprimované isoformy naopak o 10% nižší, než v 
kontrolním vzorku. V listech, které byly odebrány 3 dny po zalití, byl také zaznamenán 
pokles vůči kontrole o 50%. Exprese mRNA chloroplastové isoformy NADP-ME v listech 
stresovaných 5 dní suchem (D5)  je až o 160% vyšší než v listech kontrolních rostlin (K). 
Exprese chloroplastové isoformy je oproti kontrolnímu vzorku 11. den sucha zvýšena o 
50%. Třetí den po zalití je exprese o 13% nižší než v kontrolním vzorku (viz. obr. 3.14, str. 
55).  
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Obr. 3.13 Kvantifikace mRNA pro cytosolovou isoformu NADP-ME v prvních plně vyvinutých listech 
(LV) v kontrolním vzorku - K, 5dnů suchem stresovaném vzorků (D5), 11dnů suchem 
stresovaném vzorků (D11) a 3dny po zalití stresovaných rostlin (D+3).  
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Obr. 3.14 Kvantifikace mRNA pro chloroplastovou isoformu NADP-ME v prvních plně vyvinutých 
listech (LV) v kontrolním vzorku - K, 5dnů suchem stresovaném vzorků (D5), 11dnů suchem 
stresovaném vzorků (D11) a 3dny po zalití stresovaných rostlin (D+3).  
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3.2 Vliv sucha na aktivitu PEPC a její regulaci 
V různých částech rostliny tabáku byla sledována aktivita PEPC. Dále bylo pomocí 
imunochemické detekce PEPC (viz. 2.4.5.6 , str. 42) měřeno množství proteinu tohoto 
enzymu a byla provedena kvantifikace mRNA pomocí "real-time" PCR (viz. 2.4.7, str. 42).  
 
3.2.1 Aktivita PEPC v rostlinách Nicotiana tabacum L. 
Na obrázcích 3.15 až 3.19 jsou šedými sloupci (kontrolním rostlinám odpovídají světle 
šedé sloupce, zatímco stresovaným tmavě šedé) znázorněny aktivity PEPC vztažené na 
gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu po 5 (obr. 3.15, str. 58), 6 (obr. 3.16, str. 58) 
a 11 (obr.3.17, str. 59) dnech stresu suchem, jeden den (obr. 3.18, str. 59) a tři dny (obr. 
3.19, str. 60) po zalití stresovaných rostlin. Z těchto obrázků je patrné, že aktivita PEPC 
v rostlinách stresovaných suchem je vyšší než aktivita PEPC v kontrolních rostlinách. 
Aktivita PEPC po 5 dnech sucha v prvních plně vyvinutých listech (LV) pro stresované 
rostliny byla oproti kontrolním rostlinám zvýšena 2 násobně, po 6 dnech stresu suchem byl 
rozdíl mezi aktivitami PEPC ve stresovaných a v kontrolních rostlinách 1,5 násobný. Po 11 
dnech stresu suchem byly aktivity PEPC v těchto listech zvýšeny o 70%. Další jev, který 
lze sledovat je ten, že po zalití dochází ke snižování aktivity PEPC v stresovaných 
rostlinách a tudíž ke snížení rozdílů mezi kontrolními a stresovanými rostlinami. Například 
den po zalití je tento rozdíl v prvních plně vyvinutých listech jen o 67% vyšší a tři dny po 
zalití dokonce už jen o 30%.  
Dále je také pozorovatelné, že aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti je 
nejvyšší ve vrcholových listech a směrem k nejnižším listům klesá.  
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3.2.2 Regulace PEPC 
Vzhledem k tomu, že aktivita PEPC je v rostlinách tabáku regulována fosforylací 
serinového zbytku na N-konci polypeptidu a tato fosforylace ovlivňuje kinetické parametry 
PEPC, byla aktivita sledována nejen za optimálních podmínek, tedy pH 8,1 a saturační 
koncentrace substrátu (PEP, 2 mmol.l-1), ale i za fyziologického pH 7,1, subsaturační 
koncentrace PEP (0,2 mmol.l-1) či v přítomnosti aktivátoru D-glukosa-6-fosfátu. Aktivita 
PEPC byla taktéž měřena po působení alkalické fosfatasy, která štěpí fosfát z molekuly 
PEPC. 
 
3.2.2.1 Defosforylace pomocí alkalické fosfatasy (AP) 
Modré sloupce v obrázcích 3.15 až 3.19 znázorňují aktivitu PEPC vztaženou na gram 
čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech rostliny po působení alkalické 
fosfatasy. Aktivita byla měřena při saturační koncentraci PEP (2 mmol.l-1), pH Tris-HCl 
pufru 8,1 a rostlinné extrakty byly inkubovány po dobu 1h s alkalickou fosfatasou 
(150U/ml rostlinného extraktu) při 21°C. 
Z obrázků 3.15 až 3.19, které znázorňují aktivitu PEPC po působení alkalické 
fosfatasy, je patrné, že aktivita PEPC po ošetření alkalickou fosfatasou je nižší, a to jak 
v kontrolních, tak ve stresovaných rostlinách, než aktivita PEPC bez působení alkalické 
fosfatasy. To naznačuje, že PEPC je v kontrolních i suchem stresovaných rostlinách 
fosforylovaná. Pokles aktivity PEPC po působené alkalické fosfatasy v listech umístěných 
ve vyšších patrech rostliny (LNV, LV) je výraznější než v dolních listech (obr. 3.15 a 3.16, 
str. 58), tudíž by PEPC v těchto listech mohla být více fosforylována než ve spodních 
listech. Toto neplatí pro rostliny po 11 dnu stresu suchem (obr. 3.17, str. 59), kdy 
ve spodních listech (LS, LD) alkalická fosfatasa působí snížení aktivity PEPC o 45% 
v kontrolních rostlinách, ale 73% snížení aktivity v rostlinách vystavených stresu suchem. 
Rozdíl mezi aktivitami PEPC v kontrolních a suchem stresovaných rostlinách po působení 
alkalické fosfatasy je v případě 11 dnů sucha minimální. Po zalití (obr. 3.18, str. 59 a 3.19, 
str. 60) se aktivita PEPC v suchem stresovaných rostlinách snižuje téměř na úroveň 
kontrolních rostlin a rovněž pokles aktivity PEPC po působení alkalické fosfatasy je 
srovnatelný u obou skupin. 
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Obr. 3.15 Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech 
rostliny Nicotiana tabacum L., po 5 dnech sucha; ■ – kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s 
přídankem AP, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem AP; 
LNV – vrcholové listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD 
– spodní listy. 
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Obr. 3.16 Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech 
rostliny Nicotiana tabacum L., po 6 dnech sucha; ■ – kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s 
přídankem AP, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem AP; 
LNV – vrcholové listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD 
– spodní listy. 
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Obr. 3.17 Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech 
rostliny Nicotiana tabacum L., po 11 dnech sucha; ■ – kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny 
s přídankem AP, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem AP; 
LNV – vrcholové listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD 
– spodní listy. 
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Obr. 3.18 Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech 
rostliny Nicotiana tabacum L., den po zalití stresované rostliny; ■ – kontrolní rostliny, ■ – 
kontrolní rostliny s přídankem AP, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s 
přídavkem AP; LNV – vrcholové listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – 
střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.19 Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu v různých částech 
rostliny Nicotiana tabacum L., 3 dny po zalití stresované rostliny; ■ – kontrolní rostliny, ■ – 
kontrolní rostliny s přídankem AP, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s 
přídavkem AP; LNV – vrcholové listy, LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – 
střední listy, LD – spodní listy. 
 
 
3.2.2.2 Aktivace PEPC pomocí  Glc-6-P 
Na obrázcích 3.20 až 3.24 A je dokumentována aktivita PEPC v přítomnosti D-
glukosa-6-fosfátu vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu měřená při pH 
8,1 a na obrázcích B je aktivita PEPC v přítomnosti D-glukosa-6-fosfátu vztažená na gram 
čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu měřená při pH 7,1 a subsaturační koncentraci PEP 
(0,2 mmol.l-1). 
Aktivace D-glukosa-6-fosfátem při pH 8,1 a saturační koncentraci PEP je malá, 
dosahuje jen 15-35 % (obr. 3.20A). Proto bylo měření provedeno při pH 7,1 a subsaturační 
koncentraci PEP (0,2 mmol.l-1) viz. obr. 3.20B až 3.24B. Obrázky 3.20B a 3.21B (str. 61) 
dokumentují výraznější aktivaci PEPC (až 1,5x) z listů stresovaných rostlin. Aktivace 
PEPC z rostlin vystavených 11 dnů sucha nebyla výrazně vyšší než v kontrolních 
rostlinách (obr. 3.22, str. 62).  
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Obr. 3.20 Aktivace PEPC v přítomnosti Glc-6-P při pH8,1 (A) a v přítomnosti Glc-6-P při pH7,1 a 
subsaturační koncentraci PEP (B). Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti 
rostlinného materiálu v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 5 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s přídankem Glc-6-P, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – 
rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P; ■ – kontrolní rostliny při pH 7,1 a subsat. konc. 
PEP, ■ – kontrolní rostliny s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny 
vystavené suchu při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-
6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP; LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – 
střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.21 Aktivace PEPC v přítomnosti Glc-6-P při pH8,1 (A) a v přítomnosti Glc-6-P při pH7,1 a 
subsaturační koncentraci PEP (B). Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti 
rostlinného materiálu v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 6 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s přídankem Glc-6-P, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – 
rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P; ■ – kontrolní rostliny při pH 7,1 a subsat. konc. 
PEP, ■ – kontrolní rostliny s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny 
vystavené suchu při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-
6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP; LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – 
střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.22 Aktivace PEPC v přítomnosti Glc-6-P při pH8,1 (A) a v přítomnosti Glc-6-P při pH7,1 a 
subsaturační koncentraci PEP (B). Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti 
rostlinného materiálu v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 11 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s přídankem Glc-6-P, ■ – rostliny vystavené suchu, ■ – 
rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P; ■ – kontrolní rostliny při pH 7,1 a subsat. konc. 
PEP, ■ – kontrolní rostliny s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny 
vystavené suchu při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-
6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP; LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – 
střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.23 Aktivace PEPC v přítomnosti Glc-6-P při pH8,1 í
 
 (A) a v př tomnosti Glc-6-P při pH7,1 a 
subsaturační koncentraci PEP (B). Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti 
rostlinného materiálu v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., den po zalití 
stresovaných rostlin; ■ – kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s přídankem Glc-6-P, ■ – 
rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P; ■ – kontrolní 
rostliny při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – kontrolní rostliny s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a 
subsat. konc. PEP, ■ – rostliny vystavené suchu při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny 
vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP; LV – první plně vyvinuté 
listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.24 Aktivace PEPC v přítomnosti Glc-6-P při pH8,1 (A) a v přítomnosti Glc-6-P při pH7,1 a 
subsaturační koncentraci PEP (B). Aktivita PEPC vztažená na gram čerstvé hmotnosti 
rostlinného materiálu v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., 3 dny po zalití 
stresovaných rostlin; ■ – kontrolní rostliny, ■ – kontrolní rostliny s přídankem Glc-6-P, ■ – 
rostliny vystavené suchu, ■ – rostliny vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P; ■ – kontrolní 
rostliny při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – kontrolní rostliny s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a 
subsat. konc. PEP, ■ – rostliny vystavené suchu při pH 7,1 a subsat. konc. PEP, ■ – rostliny 
vystavené suchu s přídavkem Glc-6-P při pH 7,1 a subsat. konc. PEP; LV – první plně vyvinuté 
listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
 
 
3.2.2.3 Regulace aktivity PEPC pomocí pH 
PEPC je v buňce regulována také pomocí pH. Poměr aktivity měřené při pH 7,1 a pH 
8,1 ovlivňuje fosforylace PEPC. Proto byla aktivita měřena také při pH 7,1 a do grafu byly 
vyneseny poměry aktivit PEPC měřené při pH 7,1 a pH 8,1. 
Šedé a oranžové sloupce v obrázcích 3.25 až 3.29 zobrazují poměr aktivity PEPC 
měřené při pH 7,1/8,1. Patrný rozdíl v těchto poměrech je viditelný v kontrolních 
rostlinách po 5 dnech sucha (obr. 3.25, str. 64) ve spodních listech, kdy je zvýšení zhruba o 
75% vůči stresovaným rostlinám. Po delším působení stresu suchem je poměr aktivit PEPC 
větší ve vrchních listech stresovaných rostlin. Z toho vyplývá, že rozdíl mezi aktivitami 
PEPC měřený při pH7,1 a 8,1 je větší. Poměr ve stresovaných rostlinách je po šestém (obr. 
3.26, str. 64) a jedenáctém (obr. 3.27, str. 65) dnu sucha zhruba 1x vyšší než v kontrolních 
rostlinách. Den po zalití stresovaných rostlin je tento rozdíl ještě větší a zvýšení rozdílu 
tohoto poměru je téměř 1,5krát (obr. 3.28, str. 65). Tento jev lze pozorovat ve vrchních 
i spodních listech. Poslední ze série obrázků (obr. 3.29, str. 66), na kterém jsou zobrazeny 
poměry, 3 dny po zalití stresovaných rostlin, ukazuje, že rozdíl mezi poměry se zmenšuje. 
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Obr. 3. 25 Poměry aktivity PEPC měřené při pH 7,1 a 8,1 pro ■-kontrolní rostliny a ■-rostliny stresované 
suchem v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 5 dnech stresu suchem; LNV – 
vrcholové listy,  LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – 
spodní listy. 
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Obr. 3. 26 Poměry aktivity PEPC měřené při pH 7,1 a 8,1 pro ■-kontrolní rostliny a ■-rostliny stresované 
suchem v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 6 dnech stresu suchem; LNV – 
vrcholové listy,  LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – 
spodní listy. 
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Obr. 3. 27 Poměry aktivity PEPC měřené při pH 7,1 a 8,1 pro ■-kontrolní rostliny a ■-rostliny stresované 
suchem v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 11 dnech stresu suchem; LNV – 
vrcholové listy,  LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – 
spodní listy. 
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Obr. 3. 28 Poměry aktivity PEPC měřené při pH 7,1 a 8,1 pro ■-kontrolní rostliny a ■-rostliny stresované 
suchem v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., den po zalití stresovaných rostlin; 
LNV – vrcholové listy,  LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD 
– spodní listy. 
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Obr. 3. 29 Poměry aktivity PEPC měřené při pH 7,1 a 8,1 pro ■-kontrolní rostliny a ■-rostliny stresované 
suchem v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., 3 dny po zalití stresovaných rostlin; 
LNV – vrcholové listy,  LV – první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD 
– spodní listy. 
 
 
3.2.3 Imunochemická detekce PEPC 
S vybranými vzorky byla provedena elektroforetická separace za denaturujících 
podmínek v přítomnosti SDS (viz. 2.4.5.2, str. 40). Na polyakrylamidový gel byly 
nanášeny vzorky o stejné koncentraci proteinů (45μg). Po elektroforetické separaci byly 
proteiny přeneseny na nitrocelulosovou membránu metodou "western blot". Následovala 
specifická interakce pomocí králičí polyklonální protilátky proti PEPC, dále byla použita 
sekundární polyklonální kozí protilátka proti králičí protilátce, která byla značena 
alkalickou fosfatasou. Pro vizualizaci a výsledné vyhodnocení množství PEPC ve vzorcích 
byla membrána inkubována ve vodném roztoku s BCIP/NBT tabletou (viz. obr. 3.30). 
V BCIP/NBT tabletě je přítomen 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfát, který je substrátem pro 
alkalickou fosfatasu. Díky této reakci dojde k vizualizaci proužku s množstvím PEPC.  
 
 
 K5 D5 K11 D11 K+1 D+1 K+3 D+3 
 
 
Obr. 3. 30 Proužek PEPC po imunochemické detekci, stejné množství bílkovin (45μg). Zleva: K5 a D5 -
kontrola a stresovaná rostlina po 5 dnech sucha, K11 a D11 - kontrolní a stresovaná rostlina po 
11 dnech sucha, K+1 a D+1 - kontrolní a stresovaná rostlina den po zalití stresované rostliny, 
K+3 a D+3 - kontrolní a stresovaná rostlina tři dny po zalití stresované rostliny. 
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Z obrázku 3.31 je zřejmé, že v rostlinách vystavených suchu je vyšší množství PEPC. 
Po 5 dnech stresu suchem je množství PEPC zvýšeno o 30%, po 11 dnech stresu suchem je 
rozdíl v množství PEPC mezi kontrolními a stresovanými rostlinami o 40%. Po zalití 
rostlin stresovaných suchem je rozdíl v množství o 50% den po zalití a třetí den po zalití 
stresovaných rostlin je dokonce množství PEPC o 20% nižší než v kontrolních rostlinách. 
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Obr. 3. 31 Imunochemické stanovení množství proteinu PEPC v ■-kontrolních rostlinách, a v ■-rostlinách 
stresovaných suchem, v různých obdobích sběru (5 dnů stresu suchem, 11 dnů stresu suchem, 
den po zalití stresovaných rostlin a tři dny po zalití stresovaných rostlin). 
 
3.2.4 Kvantifikace mRNA pomocí PCR v reálném čase 
Po kvantifikaci mRNA PEPC prováděnou stejně jako pro cytosolovou 
a chloroplastovou isoformu NADP-ME (viz. 3.1.4, str. 53) byly vybrány tyto vzorky: 5 den 
kontrola, 5, 11 dní stresu suchem, 3 dny po zalití. 
Množství mRNA pro PEPC bylo opět zjišťováno pomocí kvantifikace genu pro aktin9, 
stejně jako v 3.1.4, str. 53. 
Na obrázku 3.32 (str. 68) je zobrazeno množství mRNA pro PEPC v jednotlivých 
vzorcích. Ve vzorku po 5 dnech stresu suchem je exprese genu pro PEPC nižší o 50% a 
11.den stresu je až o 80% nižší než v kontrolních rostlinách. Dále je zřetelné, že po zalití, 
dochází k nárůstu exprese genu pro PEPC. Třetí den po zalití je exprese už jen o 6% nižší 
než v kontrolních rostlinách. 
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Obr. 3. 32 Kvantifikace mRNA pro PEPC v prvních plně vyvinutých listech (LV) v kontrolním vzorku – 
K, 5dnů suchem stresovaném vzorků (D5), 11dnů suchem stresovaném vzorků (D11) a ve 
vzorku 3 dny po zalití suchem stresovaných rostlin (D+3).  
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3.3 Vliv sucha na aktivitu PPDK 
Pro měření aktivity PPDK byly vybrány stejné odběrové dny jako u předchozích 
enzymů tzn. 5, 6 a 11 den stresu suchem a dále den a tři dny po zalití stresovaných rostlin.  
 
3.3.1 Aktivita PPDK v rostlinách Nicotiana tabacum L. 
Při sledování aktivity PPDK je patrné, že nejvyšší rozdíl mezi aktivitami PPDK 
v kontrolních a stresovaných rostlinách je 11 den stresu suchem (obr. 3.35, str. 70), kdy 
v prvních plně vyvinutých listech je aktivita 3,3 násobně vyšší. Po zalití stresovaných 
rostlin, stejně jako v předchozích případech, se rozdíl mezi aktivitami stresovaných 
a kontrolních rostlin zmenšuje. První den po zalití (obr. 3.36, str. 71) je aktivita suchých 
rostlin pro první plně vyvinuté listy 2 násobně vyšší než v kontrolních rostlinách a třetí den 
po zalití (obr. 3.37, str. 71) je tento rozdíl jen 80%.  
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Obr. 3.33 Aktivita PPDK vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita PPDK (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 5 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.34 Aktivita PPDK vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita PPDK (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 6 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.35 Aktivita PPDK vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita PPDK (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., po 11 dnech sucha; ■ – 
kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – první plně 
vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.36 Aktivita PPDK vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita PPDK (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., den po zalití stresované 
rostliny; ■ – kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – 
první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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Obr. 3.37  Aktivita PPDK vztažená na gram čerstvé hmotnosti rostlinného materiálu (A) a specifická 
aktivita PPDK (B) v různých částech rostliny Nicotiana tabacum L., 3 dny po zalití stresované 
rostliny; ■ – kontrolní rostliny, ■ – rostliny vystavené suchu; LNV – vrcholové listy, LV – 
první plně vyvinuté listy, LN – velké listy, LS – střední listy, LD – spodní listy. 
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4 DISKUSE 
 
 Sucho ve spojení s vysokými teplotami a slunečním zářením patří mezi jednu 
z nejčastějších forem stresu, jelikož téměř jedna třetina zemského povrchu se řadí mezi 
aridní nebo semiaridní oblasti [12], [15]. 
 Enzymy NADP dependentní malátdehydrogenasa dekarboxylační (NADP-ME, EC 
1.1.1.40), fosfoenolpyruvátkarbosylasa (PEPC, EC 4.1.1.31) a pyruvát, fosfátdikinasa 
(PPDK, EC 2.7.9.1) jsou klíčovými enzymy C4 a CAM fotosyntézy, která znamenala 
přizpůsobení se rostliny vysokým světelným intenzitám, nedostatku vody a vysokým 
teplotám. Tyto enzymy jsou přítomny i v ostatních C3 rostlinách, kde jsou jejich funkce 
stále studovány. 
 V předkládané diplomové práci jsem zjišťovala, zda aktivita enzymů NADP-ME, 
PEPC a PPDK a případně i jejich transkripce, translace a regulace souvisí s odpovědí 
rostlin Nicotiana tabacum L. cv. W.38 na stres způsobený suchem. Těmto experimentům 
předcházela bakalářská práce [86], ve které byly experimentálně zvoleny vhodné odběrové 
dny a vhodné podmínky. 
NADP-ME je enzym, který v C3 rostlinách poskytuje NADPH využitelný jako 
redukční ekvivalent především pro biosyntetické procesy. NADPH může být využit při 
biosyntéze mastných kyselin, které jsou potřebné při opravě poškozených membrán nebo 
k biosyntéze osmoprotektivních sloučenin (např. prolinu, mannitolu). Mezi další funkce 
NADP-ME se může řadit i poskytování CO2 v rostlině, která je vystavena biotickým 
či abiotickým stresovým faktorům a jejíž průduchy jsou tudíž uzavřeny. Pyruvát, který je 
dalším produktem oxidační dekarboxylace L-malátu, může být využit při biosyntetických 
procesech nebo naopak může být využit respirací. NADP-ME společně s PEPC se také 
podílejí na udržování intracelulárního pH. 
Zjistila jsem, že v rostlinách tabáku vystavených stresu suchem se zvyšuje aktivita 
NADP-ME. Zvýšení aktivity NADP-ME v suchem stresovaných rostlinách bylo 
nejvýraznější po 6.dnech stresu (4-násobné zvýšení, obr. 3.5, str. 49). Ze snížení rozdílů 
aktivit NADP-ME mezi kontrolními a stresovanými rostlinami lze usoudit, že rostlina po 
11 dnech stresu dospěla do fáze vyčerpání. Po zalití je rostlina opět schopna regenerace, 
dochází sice k dalšímu snížení aktivity NADP-ME, ale tato aktivita se blíží aktivitě 
v kontrolních rostlinách. V této práci bylo zjištěno i zvýšení množství proteinu NADP-ME, 
avšak ne v takové míře jako zvýšení aktivity. Na regulaci aktivity se pravděpodobně 
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mohou podílet i další vlivy. Jednou z možností je heat shock protein HSP70, jehož exprese 
byla pozorována také při působení mnoha jiných typů stresu [105].  
Zvýšená aktivita či exprese NADP-ME byla zjištěna i dalšími autory. Jedním z typů 
stresu zvyšující aktivitu NADP-ME je zvýšení koncentrace solí v půdě, která byla 
zkoumána v rostlině kosmatce křišťálového (Mesembryanthemum crystallium), kdy došlo 
působením solného stresu k přechodu z C3 na CAM metabolismus [26], [39], [40]. Vliv 
solného stresu byl také zkoumán v listech oliv, kde se ukázalo, že působením vysokých 
koncentrací solí dochází ke zvýšení aktivity NADP-ME, pravděpodobně v souvislosti se 
zvýšeným množstvím H2O2 a současně s vyšší potřebou NADPH v buňkách pro syntézu 
ochranných sloučenin [41]. Dalšími rostlinnými druhy, u nichž bylo sledováno zvýšení 
aktivity NADP-ME v souvislosti se solným stresem, je rostlina Aloe vera nebo rýže [42], 
[43]. Také nadměrná koncentrace kovů v půdě (Cd) [44], hyperhydrické podmínky 
u výhonků hvozdíku zahradního [46], působení vysokých teplot v akvarijní rostlině doušky 
hustolisté (Egeria densa) [89] nebo zvýšení cytokininů [90] působí zvýšení aktivity 
NADP-ME stejně jako mnou sledovaný stres suchem. V jednom z případů byl zkoumán 
vliv stresu suchem v cukrové třtině současně se zvýšením koncentrace vzdušného CO2 na 
aktivitu NADP-ME [99]. Působením zvýšené koncentrace CO2 dochází ke snížení rozdílu 
aktivit NADP-ME mezi kontrolními a suchem stresovanými rostlinami. Zvýšená 
koncentrace vzdušného CO2 oddaluje působení stresu. 
Vzhledem k vysoké aktivitě NADP-ME v listech tabáku vystavených suchu jsem 
sledovala regulaci tohoto enzymu v průběhu stresu. Zjistila jsem, že se zvyšuje exprese 
proteinu NADP-ME a také transkripce mRNA pro chloroplastovou isoformu NADP-ME, 
zatímco množství mRNA pro cytosolovou isoformu NADP-ME nebylo stresem 
způsobeným suchem významně ovlivněno. Zvýšená transkripce chloroplastové isoformy 
NADP-ME byla pozorována také Müllerem et al. 2008 [107]. V této studii chloroplastovou 
isoformu tabáku indukovalo široké spektrum stresorů: působení NaCl, ABA, 
polyethylenglykolu, houbového elicitoru, NaHCO3, záření UV-B a infiltrace 
Agrobakteriem. Zatímco zvýšení exprese cytosolové isoformy NADP-ME v listech 
ovlivňoval pouze stres ABA, houbovým elicitorem, NaHCO3 a infiltrací Agrobakteriem. 
Naopak snížení exprese této isoformy způsobovala hypoxie, působení celulasy a UV-B 
záření [107]. Významně zvýšená aktivita NADP-ME a zvýšené množství proteinu NADP-
ME bylo zjištěno i v případě biotického stresu způsobeném virovou infekcí v rostlinách 
tabáku [47], [48]. Zde však bylo zvýšeno množství mRNA pro cytosolovou isoformu 
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NADP-ME, množství mRNA pro chloroplastovou isoformu se nelišilo od kontrolních 
rostlin [47]. Podobně v případě kombinovaného solného stresu se stresem suchem a 
chladem, nebo spolu s ošetřením hormony (kys. abscisovou, kys. salicylovou), byla v 
listech pšenice ovlivněna spíše cytosolová isoforma NADP-ME [25].  
V reakci katalyzované PEPC je produkován OAA. PEPC tak doplňuje intermediáty 
citrátového cyklu, vzniklý OAA může být transaminován na aminokyselinu aspartát. V 
citrátovém cyklu je OAA postupně přeměňován na 2-oxoglutarát, který může být 
transaminován za vzniku glutamátu, ze kterého může být syntetizován prolin. Koncentrace 
prolinu se v rostlinách vystavených suchu několikanásobně zvyšuje [4], [14-16], [18].  
V rostlinách vystavených suchu jsem zjistila zvýšení aktivity PEPC. Největší rozdíl 
mezi aktivitami v kontrolních a stresovaných rostlinách byl po 5 dnech stresu suchem (2-
násobně zvýšený, obr. 3.15, str. 58). Nárůst množství proteinu PEPC není tak významný, 
jako nárůst aktivity PEPC v rostlinách stresovaných suchem.  
Zvýšená aktivita PEPC byla nalezena také v prostředí zvýšené koncentrace solí [51], 
[91-94]. Stejně tak solný stres v kombinaci se suchem, chladem, či působením kyseliny 
abscisové indukoval zvýšenou aktivitu PEPC [51], [63], [98]. Naopak solný stres 
v kombinaci s hypoxií, či s dlouhotrvající tmou působí snížení exprese PEPC [51]. Dalšími 
abiotickými faktory, které zvyšující aktivitu PEPC, jsou přítomnost ozonu [96], nedostatek 
esenciálních prvků [68], [97], chlad [45] nebo nadměrná koncentrace těžkých kovů (Cd, 
Pb, Zn) v půdě [66], [95]. Trojnásobné zvýšení aktivity PEPC bylo zjištěno v kořenech 
okurky pěstované v nepřítomnosti železa [67]. Stres suchem byl sledován v souvislosti se 
zvýšením aktivity PEPC [51], [70], [71], [98], [99]. Podobně jako u kosmatce, také 
v rostlině pupce štěrbinového (Umbilicus rupestris) dochází působením sucha k přechodu 
z C3 fotosyntézy na metabolismus CAM [64]. 
Pro regulaci aktivity PEPC je důležitá fosforylace serinu v blízkosti N-konce molekuly. 
Fosforylovaná PEPC má často vyšší maximální rychlost reakce, nižší Michaelisovu 
konstantu, je méně citlivá vůči inhibici L-malátem a je více aktivována D-glukosou-6-
fosfátem, avšak konkrétní vlastnosti pravděpodobně závisí na zdroji, ze kterého PEPC 
pochází. Pro PEPC tabáku bylo zjištěno, že po působení alkalické fosfatasy dochází ke 
snížení maximální rychlosti a PEPC je méně aktivována D-glukosa-6-fosfátem. Afinita 
enzymu k substrátu zůstává zachována, a také citlivost vůči L-malátu se po defosforylaci 
nemění [72]. Těchto vlastností jsem využila při studiu regulace PEPC v průběhu stresu 
suchem. Zjistila jsem, že pokles aktivity po působení alkalické fosfatasy je větší 
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v rostlinách vystavených suchu. Dále jsem sledovala aktivaci PEPC D-glukosa-6-fosfátem 
za subsaturační koncentrace PEP a při pH 7,1, kdy je aktivační účinek největší (obr. 3.20-
3.24, str. 61-63). Větší aktivace odpovídala rostlinám vystaveným suchu. 
Pro fosforylovanou a nefosforylovanou formu PEPC se také mění poměr aktivit při pH 
7,1/8,1. Také tento poměr odpovídá vyšší fosforylaci rostlin vystavených suchu. Zdá se 
tedy, že PEPC je v listech tabáku vystavených působení stresu více fosforylována. 
Dalším zkoumaným enzymem byla PPDK, při této reakci vzniká z pyruvátu PEP za 
současné spotřeby ATP. Vzniklý PEP může být využit jako intermediát glykolýzy či 
naopak glukoneogeneze. PEP může reagovat s D-erythrosa-4-fosfátem za vzniku šikimátu, 
ze kterého dále vzniká chorismát. Z chorismátu jsou dále syntetizovány aromatické 
aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) a lignin či flavonoidy. 
Při měření aktivity PPDK jsem zjistila, že aktivita je zvýšena v rostlinách vystavených 
suchu nejvíce 11.den stresu (obr. 3.35, str. 70). Tento enzym byl také zkoumán 
v souvislosti s působením sucha, zvýšené ABA, nadbytkem vody či zasolením v kořenech 
rýže [75]. Aktivita PPKD byla také zkoumána v rostlinách tabáku v souvislosti s biotickým 
stresem (virovou infekcí) [106]. V těchto případech došlo ke zvýšení aktivity PPDK 
působením stresu. 
Sledované enzymy mohou i v C3 rostlině tabáku tvořit cyklus, který sice spotřebovává 
ATP, ale poskytuje redukční ekvivalenty NADPH, které mohou být pro rostlinu za 
stresových podmínek důležité. Rostlina vystavená suchu trpí nedostatkem CO2, protože má 
zavřené průduchy. Další možností je tedy využití L-malátu z kořenů rostliny pro 
dekarboxylační reakci katalyzovanou NADP-ME a uvolněný CO2 může být fixován 
RubisCO v Calvinově cyklu.  
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5 ZÁVĚR 
 
1. Potvrdila jsem zvýšení aktivity NADP-ME, PEPC a PPDK v rostlinách Nicotiana 
tabacum L. cv. W38, v souvislosti s nedostatkem vody. 
 
2. Po opětovném zalití skupiny stresovaných rostlin tabáku došlo ke snížení aktivity 
NADP-ME, PEPC a PPDK. Rozdíly v enzymových aktivitách mezi kontrolními 
a stresovanými rostlinami se zmenšily.  
 
3. V rostlinách vystavených suchu se množství proteinu NADP-ME zvyšovalo, avšak 
v menší míře než aktivita. Regulace na úrovni transkripce mRNA byla výraznější 
u chloroplastové isoformy NADP-ME, množství mRNA pro cytosolovou isoformu 
NADP-ME nebylo výrazně ovlivněno. 
 
4. Vlivem sucha se nezvyšovalo množství exprimovaného proteinu PEPC, ani 
množství mRNA pro PEPC. Zvýšená aktivita PEPC pravděpodobně souvisí se 
zvýšenou fosforylací. 
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